




Caracterización genética y 
funcional del gen causante de la 
Epilepsia Lateral Temporal 
Autosómica Dominante 
Tesis Doctoral 

















D. Jordi Pérez Tur, Doctor en Biología y Científico Titular del 
Instituto de Biomedicina de Valencia del Consejo Superior de 
Investigaciones Científicas (CSIC). 
 
 
C E R T I F I C A 
 
 
que D. Jose Manuel Morante Redolat, licenciado en Biología por 
la Universitat de València, ha realizado bajo su dirección el trabajo 
titulado “Caracterización genética y funcional del gen causante de 
la epilepsia lateral temporal autosómica dominante” para la 
obtención del grado de Doctor en Biología. 
 
 
Para que conste, en cumplimiento de la legislación, firmo el 
presente certificado en: 
 
 





Dr. Jordi Pérez Tur 












Para la realización de esta tesis, el autor ha sido beneficiario de 
una beca del Programa de Formación de Profesorado Universitario 
(referencia AP2000-0890) concedida por el Ministerio de Educación, 
Cultura y Deporte (convocatoria BOE 21-11-00) según Resolución de 10 
de abril de 2001 de la Dirección General de Universidades y una beca 
CSIC-Fundación Bancaja para la Formación del Personal Investigador 
(convocatoria BOE de 20 de enero de 2005). 
 
Este trabajo se ha enmarcado dentro del proyecto 
“Caracterización funcional de Epitempina, el gen responsable de la 
Epilepsia lateral temporal” financiado por el Ministerio de Ciencia y 
























A mi madre que me enseñó a encontrar la felicidad en 
las pequeñas cosas y a mi padre que me enseñó a 












































“Señora Frisby, después de todo lo que has hecho, no irás 
a abandonar ahora” 
La señora Frisby y las ratas de Nimh. 






“Hay que espabilarse si eres trapecista…  















Me considero una persona muy afortunada por haber podido contar con 
tantas personas durante estos seis años y pico. 
Sabéis perfectamente quiénes sois y lo que ha supuesto para mí que hayáis 
podido y querido acompañarme en este camino. Espero al menos haber sido capaz 
de demostraros con hechos más que con estas palabras lo que para mí ha sido teneros 
a mi lado. 
Hay gente que se subió al tren en estaciones lejanas (o casi más bien yo 
abordé el suyo) y luego buscaron otro andén para seguir sus caminos, no se si la vida 
nos cruzará de nuevo algún día, pero fue increíble conoceros. Otros seguís conmigo 
y espero que así sea durante mucho tiempo. A todos y a todas, sinceramente gracias. 
 
Aunque me propuse no citar a nadie con la esperanza de que os vierais 
reflejados al leerlo, creo que sería injusto no hacer un agradecimiento especial a mis 
compañeros y compañeras de laboratorio (sí, Jordi, a ti también). Ha sido un placer 
y un privilegio pelear con vosotros contra “la proteína del Mal” y crecer juntos en el 










1. CAPÍTULO 1. ____________________________________________________ 5 
 
1.1 Introducción. ___________________________________________________________ 5 
1.1.1 Epilepsia: Terminología y Generalidades. __________________________ 5 
1.1.2 Clasificación de las Epilepsias ____________________________________ 8 
 
1.1.2.1 Clasificación de las crisis epilépticas _____________________ 8 
1.1.2.2 Clasificación de las Epilepsias y los Síndromes Epilépticos12 
1.1.3 La epilepsia como enfermedad genética. __________________________ 16 
1.1.4 Epilepsia vs “canalopatía”. _______________________________________ 19 
1.1.5 La Epilepsia Lateral Temporal Autosómica Dominante.____________ 21 
 
1.2 Objetivos.______________________________________________________________ 31 
 
1.3 Resultados.____________________________________________________________ 35 
1.3.1 Selección de Genes Candidatos.__________________________________ 35 
1.3.2 Estructura genómica de LGI1. ___________________________________ 37 
1.3.3 Búsqueda de mutaciones en la región codificante. ________________ 37 
1.3.4 Segregación de las mutaciones en la familia y estudio poblacional. 40 
 
2. CAPÍTULO 2. ___________________________________________________ 47 
 
2.1 Introducción. __________________________________________________________ 47 
2.1.1 Aislamiento original de LGI1. ____________________________________ 47 
2.1.2 Expresión de LGI1. ______________________________________________ 48 
2.1.3 Organización genómica y arquitectura de dominios._______________ 49 
2.1.4 Análisis de Homologías. _________________________________________ 51 
2.1.5 LGI1 como gen supresor de tumores._____________________________ 51 
 
2.2 Objetivos.______________________________________________________________ 61 
 
2.3 Resultados.____________________________________________________________ 65 
2.3.1 Identificación de una variante de procesamiento alternativo. ______ 65 
2.3.2 Arquitectura de dominios de la proteína LGI1. ____________________ 66 
 xvi 
2.3.3 Patrón de expresión de la proteína LGI1. _________________________ 69 
2.3.4 Búsqueda de proteínas de interacción con LGI1 mediante la técnica 
del Doble Híbrido en levadura. __________________________________ 75 
2.3.5 Comprobación de las interacciones obtenidas.____________________ 78 
2.3.5.1 MAP1A (LC2).__________________________________________ 79 
2.3.5.2 RanBP9._______________________________________________ 82 
2.3.5.3 RhoGDI, NgR y proteínas relacionadas. _________________ 84 
 
3. CAPÍTULO 3.___________________________________________________ 91 
 
3.1 Introducción. ___________________________________________________________ 91 
3.1.1 La inhibición de la regeneración neuronal en el sistema nervioso 
central (SNC) adulto de mamíferos._____________________________ 91 
3.1.2 Inhibidores del crecimiento en el SNC. ___________________________ 93 
 
3.1.2.1 La cicatriz glial. ________________________________________ 93 
3.1.2.2 La mielina. ____________________________________________ 94 
3.1.2.3 Inhibidores presentes en la mielina. ____________________ 95 
Nogo-A._______________________________________________ 95 
Glicoproteína Asociada a la Mielina (MAG). _____________ 98 
Glicoproteína de mielina presente en los Oligodendrocitos 
(OMgp).______________________________________________ 99 
3.1.3 Transducción de la señal inhibitoria. El complejo receptor. ______ 100 
 
3.1.3.1 El Receptor de Nogo (NgR). ____________________________ 100 
3.1.3.2 Co-receptores: p75NTR. ________________________________ 102 
3.1.3.3 Un segundo co-receptor: Lingo1._______________________ 104 
3.1.3.4 Otros receptores posibles. _____________________________ 106 
3.1.3.5 Lipid rafts (balsas lipídicas). ___________________________ 107 
3.1.4 Señalización intracelular de la inhibición por mielina. ___________ 108 
 
3.1.4.1 La familia Rho de pequeñas GTPasas.__________________ 108 
3.1.4.2 Otros mecanismos implicados. ________________________ 113 
AMP cíclico (cAMP). __________________________________ 113 
Calcio intracelular.___________________________________ 114 
Receptor de Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR). 115 
Kinasa regulada por señales extracelulares (ERK1/2). _ 116 
3.1.5 LGI1 es una glicoproteína de secreción. _________________________ 117 
 
3.2 Objetivos. _____________________________________________________________ 121 
 
3.3 Resultados.____________________________________________________________ 125 
3.3.1 Comprobación de las interacciones de LGI1 en un sistema de 
sobreexpresión en líneas celulares.____________________________ 125 
 
3.3.1.1 LGI1-Flag vs HA-RhoGDI. _____________________________ 125 
3.3.1.2 LGI1-Flag vs myc-NgR.________________________________ 126 
3.3.1.3 LGI1-Flag vs myc-p75NTR. _____________________________ 127 
3.3.1.4 LGI1-Flag vs Lingo-1. _________________________________ 128 
3.3.2 LGI1 como ligando extracelular. ________________________________ 128 
 
3.3.2.1 Ensayos de biotinilación de proteínas de superficie. ____ 128 
xvii 
3.3.2.2 Ensayos de unión de AP-LGI1 soluble a la membrana. __130 
3.3.3 Efecto funcional de LGI1 sobre la inhibición del crecimiento mediada 
por la mielina. ________________________________________________133 
 
3.3.3.1 Efecto de LGI1 sobre el colapso del cono de crecimiento. 135 
3.3.3.1 Efecto de LGI1 sobre la inhibición del crecimiento de 
neuritas. ______________________________________________136 
3.3.2 Efecto de LGI1 sobre el estado de fosforilación de la quinasa regulada 
por señales extracelulares ERK1/2. ___________________________139 
 
4. DISCUSIÓN.___________________________________________________ 145 
 
5. CONCLUSIONES. ______________________________________________ 179 
 
6. MATERIAL Y MÉTODOS.______________________________________ 183 
 
6.1 Material y Métodos correspondientes al Capítulo 1. ______________________183 
6.1.1 Material biológico. ______________________________________________183 
6.1.2 Búsqueda de mutaciones. ______________________________________184 
6.1.3 Análisis de segregación de las mutaciones con la enfermedad en las 
familias y estudio poblacional._________________________________185 
 
6.2 Material y Métodos correspondientes al Capítulo 2. ______________________185 
6.2.1 Material biológico. ______________________________________________185 
 
6.2.1.1 Cepas de Escherichia coli. Genotipo.____________________185 
6.2.1.2 Cepas de Saccharomyces cerevisiae. Genotipo.__________186 
6.2.1.3 Líneas celulares de mamífero.__________________________186 
6.2.1.4 Cepas de conejo. ______________________________________186 
6.2.1.5 Cepas de ratón. _______________________________________186 
6.2.2 Clonación del cDNA de LGI1. ___________________________________187 
Clonación mediante el sistema Gateway (Invitrogen). ___187 
6.2.3 Herramientas de análisis bioinformático. ________________________189 
6.2.4 Producción de anticuerpos policlonales anti-LGI1. _______________189 
 
6.2.4.1 Antígenos escogidos y protocolo de inmunización. ______189 
6.2.4.2 Obtención del suero inmune. __________________________190 
6.2.4.3 Purificación de la fracción de las inmunoglobulinas. ____190 
Precipitación por sulfato amónico._____________________190 
Purificación de las IgGs por columna de Sepharose-
ProteínaA. __________________________________________190 
6.2.5 Comprobación de la especificidad de los anticuerpos y detección de 
LGI1 mediante inmunohistoquímica e inmunocitoquímica. ____191 
 
6.2.5.1 Inmunohistoquímica.__________________________________191 
Obtención del tejido.__________________________________191 
Preadsorción de los anticuerpos. ______________________192 
Detección por inmunohistoquímica. ___________________192 
6.2.5.2 Inmunocitoquímica. ___________________________________193 
Sobre cultivos primarios de neuronas de ratón. ________193 
 xviii 
Sobre líneas celulares COS7 expresando LGI1cpt·GFP.__ 194 
Transfección transitoria de células COS7 por lipofección.
____________________________________________________ 195 
6,2.6 Construcciones para la expresión de LGI1. ______________________ 195 
 
6.2.6.1 Clonación direccional clásica. _________________________ 195 
Obtención de inserto (ORF que se desea clonar)._______ 196 
Obtención del vector destino. _________________________ 197 
Estimación de la cantidad de inserto y vector. _________ 198 
Ligación y Electroporación. ___________________________ 198 
Purificación del DNA plasmídico. _____________________ 198 
2.4.6.2 Construcciones para la expresión en mamífero utilizadas en 
este capítulo. _________________________________________ 199 
6.2.6.3 Construcciones para la expresión en levadura utilizadas en 
este capítulo. _________________________________________ 199 
Vectores de expresión en levaduras. __________________ 199 
Cebadores utilizados para la clonación. _______________ 201 
Construcciones utilizadas.____________________________ 201 
6.2.7 Detección de proteínas mediante SDS-PAGE y Western blot. _____ 202 
 
6.2.7.1 Electroforesis vertical de proteínas en condiciones 
desnaturalizantes (SDS-PAGE) y transferencia a membranas 
Western blot. __________________________________________ 202 
6.2.7.2 Inmunodetección._____________________________________ 203 
6.2.8 Búsqueda de interacciones mediante la técnica del Doble Híbrido en 
levadura. ___________________________________________________ 204 
 
6.2.8.1 Amplificación de la genoteca Human Brain MATCHMAKER 
cDNA Library. _________________________________________ 205 
6.2.8.2 Medios de cultivo para el crecimiento y selección de 
levaduras. ____________________________________________ 206 
Marcadores de selección por requerimiento nutricional. 206 
Marcadores de interacción. ___________________________ 207 
Medios de cultivo.____________________________________ 207 
6.2.8.3 Transformación de levaduras a pequeña escala. ________ 208 
6.2.8.4 Extracción de DNA plasmídico de levadura. ____________ 209 
6.2.8.5 Extracción de proteína de levadura.____________________ 210 
6.2.8.6 Ensayo de actividad β-galactosidasa en filtro. __________ 210 
6.2.8.7 Transformación de levadura a gran escala para el rastreo de 
una genoteca para Doble Híbrido.______________________ 212 
6.2.9 Comprobación de las interacciones en levadura._________________ 213 
 
6.2.9.1 Arrastre o Pull-Down con GST en levadura._____________ 214 
6.2.9.2 Coinmunoprecipitación en levadura. ___________________ 215 
 
6.3 Material y Métodos correspondientes al Capítulo 3.______________________ 217 
6.3.1 Material biológico. _____________________________________________ 217 
 
6.3.1.1 Líneas celulares de mamífero. _________________________ 217 
6.3.1.2 Cepas de rata. ________________________________________ 217 
6.3.2 Construcciones para la expresión en células de mamífero. _______ 218 
 
6.3.2.1 Vectores de expresión. ________________________________ 218 
6.3.2.2 Cebadores utilizados para la clonación. ________________ 219 
6.3.2.3 Construcciones utilizadas. ____________________________ 219 
6.3.3 Detección de proteínas mediante SDS-PAGE y Western blot. _____ 219 
 
xix 
6.3.3.1 Inmunodetección. _____________________________________220 
6.3.4 Transfección de líneas celulares de mamífero. ___________________220 
 
6.3.4.1 Transfección de células HEK293T por el método del fosfato 
cálcico.________________________________________________220 
6.3.4 Coinmunoprecipitación en células de mamífero. _________________221 
6.3.5 Biotinilación y arrastre de proteínas de superficie. _______________223 
6.3.6 Producción de medios condicionados. ___________________________224 
6.3.7 Ensayos de unión a la superficie celular (“AP binding”). __________226 
 
6.3.7.1 Ensayos “AP binding” cualitativo. ______________________226 
6.3.7.2 Ensayos “AP binding” cuantitativo. _____________________227 
Sobre células PC12 diferenciadas._____________________227 
Sobre células COS7 transfectadas. ____________________228 
6.3.8 Ensayos de inhibición del crecimiento mediado por la mielina. ___228 
 
6.3.8.1 Ensayos de inhibición del crecimiento de neuritas en CGNs 
de rata sobre mielina inmovilizada. _____________________228 
Obtención de cultivos primarios de neuronas granulares de 
cerebelo de rata. ____________________________________228 
Ensayo de crecimiento de neuritas.____________________229 
6.3.8.2 Ensayos de colapso del cono de crecimiento en DRGs de 
pollo con mielina soluble. ______________________________231 
Obtención de explantes de ganglio de raíz dorsal de 
embrión de pollo.____________________________________231 
Ensayo de colapso de cono de crecimiento. ____________232 
6.3.9 Ensayos del efecto del tratamiento con LGI1 sobre la ruta de ERK1/2. ______232 
 







Esta memoria recoge el trabajo realizado en la Unidad de 
Genética Molecular del Instituto de Biomedicina de Valencia (CSIC) bajo 
la dirección del Dr. Jordi Pérez Tur entre los años 2000 y 2006.  
La presentación de resultados se encuentra estructurada en tres 
capítulos, cada uno de ellos con introducción, objetivos y resultados, 
que siguen un orden cronológico tal según se fue desarrollando el 
proyecto. Aunque se trata de una organización atípica, de este modo se 
pretende facilitar la lectura y la comprensión del texto ya que los 
objetivos de un capítulo se construyen necesariamente a partir de los 
resultados del capítulo anterior.  
En el primer capítulo se presenta el trabajo de identificación del 
gen causante de la Epilepsia Lateral Temporal Autosómica Dominante 
(ADLTE) mediante un rastreo de genes candidatos en familias afectadas. 
Una vez identificado dicho gen se procedió a diseñar las estrategias 
necesarias para su caracterización según la información disponible 
sobre el gen en aquel momento. 
El segundo capítulo se centra en los resultados obtenidos sobre 
la naturaleza de la proteína codificada por el gen identificado, tratando 
de ampliar los escasos datos publicados hasta esa fecha (tan sólo dos 
trabajos hasta el año 2000). Para ello se analiza la estructura de 
dominios mediante herramientas bioinformáticas, se estudia el patrón 
de expresión mediante anticuerpos policlonales y se identifican posibles 
proteínas de interacción con la técnica del Doble Híbrido en levadura. 
Finalmente, en el capítulo tercero se formula una hipótesis de 
trabajo, basada en los datos obtenidos en el capítulo anterior, acerca de 
la posible ruta celular en la que se encuentra implicado el gen causante 
de ADLTE. Para su comprobación se presentan un conjunto de ensayos 
bioquímicos y pruebas funcionales in vitro sobre cultivos celulares cuya 
interpretación conduce a una propuesta de función para el gen objeto 
de este estudio. Dicha propuesta requerirá de futuros trabajos para su 
completa comprobación y caracterización, pero como suele suceder en 





ADLTE Epilepsia  Lateral Temporal Autosómica Dominante 
(Autosonal Dominante Lateral Temporal Epilepsy) 
AP Fosfatasa Alcalina (Alkaline Phosphatase) 
cM centiMorgans 
C-term  Carboxilo terminal 
ECD Dominio extracelular (Extracellular Domain) 
EEG Electroencefalograma 
ICD Dominio Intracelular (Intracellular Domain) 
kb kilobases 
kDa kiloDaltons 
LRR-Ct Dominio flanqueante de LRR carboxilo-terminal rico en 
Cisteína 
LRR-Nt Dominio flanqueante de LRR amino-terminal rico en Cisteína 
LRRs Repeticiones ricas en Leucina (Leucine-Rich Repeats) 
N-term Amino terminal 
ORF Pauta abierta de lectura (Open Reading Frame) 
pb pares de bases 
PFA Paraformaldehído 
PS Péptido Señal  
RIP Proteolisis regulada intramembrana (Regulated 
Intramembrane Proteolysis) 
SNC Sistema Nervioso Central 
SNP  Sistema Nervioso Periférico 
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1. CAPÍTULO 1. 
1.1 Introducción. 
1.1.1 Epilepsia: Terminología y Generalidades. 
La Liga Internacional Contra la Epilepsia (ILAE), en su Glosario 
de Terminología Descriptiva publicado en 2001 (Blume et al., 2001), 
define: 
 
Epilepsias: aquellas condiciones que implican ataques epilépticos 
recurrentes crónicos que pueden ser considerados como Síndromes 
Epilépticos. 
 
Síndrome Epiléptico: Condición neurológica crónica 
caracterizada por ataques epilépticos recurrentes. 
 
Ataque epiléptico: Manifestación(es) de actividad epiléptica 
(excesiva y/o hipersíncrona), normalmente autolimitada de las 
neuronas en el cerebro. 
 
En otras palabras, podemos decir que la epilepsia es el nombre de 
un trastorno cerebral caracterizado predominantemente por 
interrupciones recurrentes e impredecibles de la función normal del 
cerebro llamadas ataques epilépticos o crisis epilépticas (Fisher et al., 
2005). La actividad epiléptica no es más que un exceso de actividad 
síncrona. Las crisis son cambios en el comportamiento que se 
desarrollan bruscamente, terminan espontáneamente y ocurren como 
respuesta a una actividad eléctrica anormal del cerebro (Gudín et al., 
2000). La actividad cerebral en la epilepsia se caracteriza por descargas 
neuronales que son excesivas y anormalmente sincronizadas (Blume et 
al., 2001).  
Se pueden considerar tres características básicas para que el 
desarrollo de una descarga cerebral anómala produzca sincronía entre 
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distintas zonas neuronales: En primer lugar la presencia de 
subpoblaciones de neuronas que posean características intrínsecas de 
generación de descarga. En segundo lugar la pérdida de los 
mecanismos de control inhibitorio postsináptico. Y por último, la 
existencia de un grado importante de acoplamiento sináptico excitatorio 
entre miembros de una población neuronal. 
Las epilepsias son un grupo heterogéneo de enfermedades con 
diversas etiologías que para su estudio se clasifican en síndromes. Se 
define un síndrome epiléptico como un trastorno epiléptico 
caracterizado por un conjunto de signos y síntomas que suelen 
encontrarse juntos y que son manifestaciones de disfunciones 
cerebrales subyacentes que pueden originarse por muchas causas 
diferentes (Fisher et al., 2005). 
Existe poco consenso en cuanto a una correcta y completa 
definición de epilepsia y de crisis epiléptica. En 2005 la ILAE y la 
Agencia Internacional para la Epilepsia (IBE) propusieron un 
replanteamiento de las definiciones de crisis epiléptica y de epilepsia 
que en la actualidad están siendo debatidas (Fisher et al., 2005): 
 
Crisis epiléptica: la manifestación transitoria de signos y/o 
síntomas debido a una anormal (excesiva o sincronizada) actividad en el 
cerebro. 
 
Epilepsia: enfermedad del cerebro caracterizada por una 
predisposición duradera a generar ataques epilépticos y por las 
consecuencias neurobiológicas, cognitivas, psicológicas y sociales de 
esta condición. La definición de epilepsia requiere la manifestación de al 
menos una crisis epiléptica.  
 
En la anterior definición, la existencia de epilepsia venía 
determinada por la coincidencia de, al menos, dos crisis (crisis 
recurrentes), sin embargo en la nueva definición para considerar 
epilepsia sólo se requeriría la coexistencia de una crisis y de una 
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predisposición a generarlas. Este aspecto ha sido criticado por varios 
autores por la dificultad que entraña determinar si realmente existe una 
predisposición duradera a generar crisis sin la observación de crisis 
recurrentes (Beghi et al., 2005). 
Desde el punto de vista epidemiológico, la epilepsia es una 
enfermedad común que puede manifestarse a cualquier edad. Según la 
IBE unos 50 millones de personas padecen epilepsia en todo el mundo 
de las cuales el 20-30% padecen más de una crisis al mes (Forsgren et 
al., 2005). 
El número de nuevos casos de epilepsia al año a nivel mundial 
oscila entre 24 y 53 casos/100000 habitantes. En Europa, de los 
estudios de prevalencia realizados en distintos países y años se calcula 
que el número de niños y adolescentes con epilepsia activa es de 0,9 
millones, mientras que esta cifra alcanza los 1,9 millones en personas 
de entre 20 y 64 años y 0,6 millones de mayores de 65 años (Forsgren et 
al., 2005). 
La epilepsia es una condición clínica crónica tratable. 
Aproximadamente en el 50% de los casos se consigue una remisión 
temprana de las crisis con el primer tratamiento, en el 25-35% de los 
casos se logra tras uno o más cambios de tratamiento, dejando un 15-
25% de pacientes que son resistentes a los fármacos utilizados. Sin 
embargo, el coste económico de la epilepsia es considerable. En 2001 en 
España la prestación farmacéutica a través de receta de fármacos 
antiepilépticos ascendió a 109,11 millones de euros, es decir el 1,36% 
del gasto total. Y esto sólo en cuanto a costes farmacéuticos, a esto hay 
que sumar el resto de costes médicos directos (consultas, pruebas 
diagnósticas, ingresos, etc.) e indirectos (transporte sanitario, apoyo 
psicológico, rehabilitador y social, etc.) además de los costes indirectos 
derivados del impacto de la enfermedad en la capacidad laboral 
productiva del individuo por motivos relacionados con la enfermedad 
(subempleo, prestaciones de desempleo, pensiones por incapacidad 
laboral, mortalidad prematura,etc.)(Pato-Pato et al., 2004).  
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Sin embargo, a pesar del relativo éxito de los tratamientos, todas 
las terapias de las que se dispone hoy en día son sintomáticas, es decir, 
las personas afectadas por epilepsia pueden tomar fármacos que evitan 
la aparición de las crisis, pero no curan la enfermedad. En la actualidad 
no existe modo conocido de abolir el problema por completo, ni tampoco 
de prevenir su aparición, ni siquiera en individuos con alto riesgo 
conocido de desarrollar crisis (Lees et al., 2000). 
Por todo esto, resulta de gran importancia identificar los 
mecanismos moleculares por los que se produce la epilepsia, a fin de 
localizar nuevas dianas moleculares que permitan desarrollar fármacos 
antiepilépticos más efectivos para cada caso.  
1.1.2 Clasificación de las Epilepsias. 
Las epilepsias son un grupo muy extenso y heterogéneo de 
enfermedades el cual resulta muy difícil de clasificar y la situación se 
hace aún más compleja al considerar las más de 200 enfermedades 
genéticas en las que la epilepsia es una parte más o menos importante 
del fenotipo (Steinlein, 2004). 
Para diagnosticar correctamente una epilepsia se ha de tener en 
cuenta el tipo de crisis, la edad de aparición, la etiología, la severidad y 
recurrencia, el horario de aparición, los factores desencadenantes, los 
patrones de electroencefalograma (EEG) (intercríticos y críticos, en 
vigilia y en sueño), los resultados de neuroimagen, la respuesta al 
tratamiento y el pronóstico (Salas-Puig et al., 2004). 
Por tanto, una clasificación de los síndromes epilépticos requiere 
de la existencia de una clasificación de las crisis en la que basarse. 
 
1.1.2.1 Clasificación de las crisis epilépticas. 
En 1981 se aceptó una propuesta de clasificación de las crisis 
epilépticas elaborada por la Liga Internacional Contra la Epilepsia 
(ILAE) basándose en la clasificación previa elaborada por Gastaut 
(Gastaut, 1970). Dicha clasificación, aún vigente, se caracteriza por 
estar basada en la semiología de las crisis y en las características del 
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electroencefalograma (EEG) durante la crisis (EEG crítico) y durante el 
periodo entre crisis (EEG intercrítico) (Commission on Classification 
and Terminology of the International League Against Epilepsy, 1981). 
Como puede verse en la Tabla 1, esta clasificación está basada en 
dos dicotomías fundamentales: 
 
Tabla 1. Clasificación internacional de las crisis epilépticas (ILAE, 1981) 
Crisis parciales (comienzo focal) 
Crisis parciales simples (sin alteración de la conciencia) 
Con síntomas motores: con o sin marcha jacksoniana, movimientos 
versivos, postulares y fonatorios 
Con síntomas sensitivos: somatosensitivos, visuales, auditivos, 
olfatorios, gustativos y vertiginosos 
Con síntomas autonómicos: incremento del peristaltismo intestinal, 
vómito, incontinencia, palpitaciones, palidez, hiperemia, 
piloerección y midriasis 
Con síntomas psíquicos: disfasia, disnésica (p.ej., dejà vu), 
alteraciones cognitivas (p.ej., delirio epiléptico, distorsión del 
tiempo), cambios afectivos (p.ej., miedo, angustia), ilusiones (p.ej., 
macropsia) y alucinaciones complejas (p.ej., autoscopia, escenas) 
Crisis parciales complejas (con alteración de la conciencia, generalmente 
amnesia, afasia y otras agnosias) 
Inicio como crisis parcial simple seguido por alteración de la 
conciencia 
Con alteración de la conciencia desde el inicio 
Crisis parciales que evolucionan a generalizadas 
Parcial simple que evoluciona a generalizada 
Parcial compleja que evoluciona a generalizada 
Parcial simple con evolución a parcial compleja y a generalizada 
Crisis generalizadas (convulsivas y no convulsivas) 
No convulsivas 
Crisis de ausencias típicas 








Crisis no clasificables 
 
Crisis generalizadas frente a crisis parciales. 
Las crisis generalizadas son las que ocurren de una manera 
bilateral, simétrica y sincrónica y traducen una descarga generalizada 
de toda la corteza cerebral. Cursan con pérdida de conciencia con 
excepción de las crisis mioclónicas. El EEG crítico e intercrítico muestra 
paroxismos generalizados la mayoría de las veces sincrónicos y 
simétricos. Las crisis parciales traducen una descarga de un grupo de 
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neuronas corticales localizadas es un área determinada. Su semiología 
dependerá de la funcionalidad del área afectada. El EEG crítico muestra 
un inicio focal y el EEG intercrítico muestra anomalías en el área 
correspondiente. 
En la práctica esta distinción se hace a veces difícil de aplicar ya 
que muchas crisis parciales, a pesar de iniciarse en un área localizada, 
se extienden rápidamente convirtiéndose en crisis generalizadas 
muchas veces indistinguible de una crisis generalizada “pura”, en este 
caso hablamos de generalización secundaria. 
 
Crisis parciales simples frente a parciales complejas. 
Por consenso se definieron como crisis parciales simples a las 
crisis de inicio focal, sea cual sea su semiología, siempre y cuando el 
paciente conserve inalterado su nivel de consciencia. Por el contrario, se 
definieron como crisis parciales complejas cuando se produce una 
alteración de la consciencia. 
Este es probablemente el punto más controvertido de esta 
clasificación ya que en la práctica clínica con frecuencia resulta 
imposible determinar si ha habido alteración de la consciencia durante 
la crisis (crisis que cursan con afasia o amnesia, o crisis en neonatos). 
Además, esta clasificación no tiene en cuenta todas las posibilidades de 
progresión de la crisis y con frecuencia se observan crisis de un 
determinado tipo que evolucionan convirtiéndose en otro.  
Sin embargo, el aspecto sin duda más criticado es que esta 
clasificación al estar basada en evidencias electrofisiológicas, asume 
que existe una correlación uno a uno entre la semiología de la crisis y 
los hallazgos de EGG críticos e intercríticos, lo cual no siempre es así, 
especialmente en casos infantiles.  
Por esta razón, en 1998 Lüders y otros autores (Luders et al., 
1998) propusieron una clasificación alternativa basada exclusivamente 
en la semiología de las crisis sin tener en cuenta las características del 
EEG. Sin embargo, hay que tener presente que solamente esta técnica 
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es capaz de distinguir entre crisis epilépticas y eventos paroxísticos 
(cuando no hay suficientes evidencias para asumir un origen epiléptico). 
En la nueva clasificación se elimina la dicotomía entre 
generalizada y parcial, así como entre simple y compleja. Como fuente 
para la clasificación se utiliza exclusivamente la descripción de la crisis 
por parte del paciente, por testigos o mediante registros de vídeo. 
Además permite establecer una secuencia de fenómenos sucesivos, 
generando un número indefinido de crisis posibles. 
La clasificación surge asumiendo que los síntomas de la crisis 
dependen de la interferencia de la actividad epiléptica sobre una de las 
siguientes ‘esferas’: sensorial, consciente, autonómica y motora. 
Además incluye modificadores de localización: izquierdo 
/derecho/axial/bilateral asimétrico/generalizado así como el hemisferio 
de afectación: izquierdo/derecho. 
Por otro lado distingue entre crisis epiléptica y evento paroxístico, 
e incluye términos no utilizados en la clasificación anterior como ‘auras’ 
(síntomas subjetivos que suelen ocurrir al comienzo de la crisis a modo 
de aviso),  ‘crisis dialépticas’ (que cursan con alteración de la 
consciencia) y crisis ‘automotoras’, ‘hipermotoras’ e ‘hipomotoras’. En la 
tabla 2 se resumen los puntos principales de esta clasificación. 
 
Tabla 2. Nueva propuesta de clasificación de crisis epilépticas (Lüders 
et al., 1998) 
Auras (somatosensitivas, auditivas, olfatorias, abdominales, visuales, 
gustativas, autonómicas, psíquicas) 
Crisis autonómicas (vegetativas) 
Crisis dialépticas (asociadas con desconexión del entorno o amnesia) 
Crisis motoras 
Simples (mioclónicas, espasmos, tonicoclónicas, tónicas, clónicas y 
versivas) 
Complejas (hipermotoras, automotoras, gelásticas) 




En la clasificación semiológica de las crisis también se consideran los 
parámetros de localización siguientes 
Izquierdo, derecho, localización somatotópica (p. ej., brazo 
izquierdo, pie derecho) 
Axial, bilateral asimétrico, generalizado 




1.1.2.2 Clasificación de las Epilepsias y los Síndromes Epilépticos. 
La clasificación de epilepsias y síndromes epilépticos más 
extendida fue aceptada por la ILAE en 1985  Commission on 
Classification and Terminology of the International League Against 
Epilepsy, 1985) y modificada ligeramente en 1989 ( Commission on 
Classification and Terminology of the International League Against 
Epilepsy, 1989). Como se puede ver en la Tabla 3, está basada en la 
diferenciación entre síndromes generalizados, síndromes focales o 
relacionados con una localización, síndromes indeterminados y 
síndromes especiales. Dentro de cada categoría distingue tres grupos: 
síndromes sintomáticos (cuando existe una etiología conocida 
causante de las crisis), síndromes idiopáticos (en los que no existe 
otra enfermedad que la propia epilepsia, es decir, no existe otra causa 
determinante que no sea una propensión de origen genético de la 
corteza cerebral a generar crisis epilépticas) y síndromes criptogénicos 
(epilepsias en las que se sospecha una causa sintomática pero no puede 
ser determinada). 
 




Convulsiones neonatales familiares benignas 
Convulsiones neonatales benignas 
Epilepsia mioclónica benigna del lactante 
Epilepsia ausencias infantiles 
Epilepsia ausencias juveniles 
Epilepsia mioclónica juvenil 
Epilepsia con crisis gran mal del despertar 
Otras epilepsias generalizadas idiopáticas 
Epilepsia con crisis provocadas por estímulos específicos 
Criptogénicos o sintomáticos 
Síndrome de West 
Síndrome de Lennox-Gastaut 
Epilepsia con crisis mioclónico-astáticas (síndrome de Doose) 
Epilepsia con ausencias mioclónicas 
Sintomáticos 
Etiología inespecífica 
Encefalopatía mioclónica precoz 
Encefalopatía epiléptica infantil precoz con patrón de 
supresión (síndrome de Ohtahara) 
Otras epilepsias generalizadas sintomáticas 
Etiología específica 
Numerosas causas metabólicas o degenerativas pueden 




Síndromes focales o relacionados con una localización 
Idiopáticos 
Epilepsia benigna infantil con paroxismos centrotemporales 
Epilepsia benigna infantil con paroxismos occipitales  
Epilepsia primaria de la lectura 
Criptogénicos 
Sintomáticos 
Epilepsia parcial continua (síndrome de Kojewnikow) 
Epilepsia del lóbulo temporal 
Epilepsia del lóbulo frontal 
Epilepsia del lóbulo parietal 
Epilepsia del lóbulo occipital 
Síndromes indeterminados (con crisis parciales y crisis generalizadas) 
Crisis neonatales 
Epilepsia mioclónica-severa 
Epilepsia con punta-onda continua durante el sueño 
Epilepsia con afasia adquirida (síndrome de Landau-Kleffner) 
Síndromes especiales 
Convulsiones febriles 
Crisis provocadas por un factor tóxico o metabólico 
Crisis aisladas; estado de mal aislado 
 
 
En 1997 la ILAE constituyó un Grupo de Trabajo para la 
Clasificación y Terminología compuesto por epileptólogos  de diferentes 
partes del mundo con el objetivo de mejorar las clasificaciones 
existentes aplicando los conocimientos actuales. 
Este grupo de trabajo no ha propuesto una nueva clasificación, en 
su lugar en 2001 (Engel, 2001) propusieron un esquema diagnóstico 
basado en cinco ejes, aplicable a cada paciente a modo de protocolo 
para la identificación de cada síndrome epiléptico.  
Para la aplicación de estos ejes se elaboró un Glosario de 
Terminología Descriptiva para la Semiología de las Crisis (Blume et al., 
2001) para estandarizar la terminología y facilitar así la comunicación y 
la uniformidad,  así como una lista con los Tipos de Crisis y Estímulos 
Desencadenantes (Tabla 4), que consideraron entidades diagnósticas en 
sí mismas, y una lista abierta de Síndromes Epilépticos Establecidos 
(Tabla 5) incluyendo condiciones que cursan con crisis epilépticas que 






Tabla 4. Tipos de crisis epilépticas y estímulos precipitantes en las 





Con soporte tónico 













Crisis reflejas en epilepsias generalizadas 
Crisis focales 
Crisis focales sensoriales 
Con síntomas sensoriales elementales (p. ej., crisis occipitales) 
Con síntomas sensoriales experienciales (p. ej., encrucijada 
temporooccipital) 
Crisis focales motoras 
Con signos motores clónicos elementales 
Con crisis motoras tónicas asimétricas (p. ej., área motora suplementaria) 
Con automatismos típicos (lóbulo temporal) (p. ej., esclerosis 
temporal medial) 
Con automatismos hipercinéticos  
Con mioclono negativo focal 
Con crisis motoras inhibitorias 
Crisis gelásticas 
Crisis hemiclónicas 
Crisis secundariamente generalizadas 
Crisis reflejas en las epilepsias focales 
Crisis continuas 
Estado de mal epiléptico generalizado 
Status epilepticus generalizado tonicoclónico 
Status epilepticus clónico 
Status epilepticus de ausencia 
Status epilepticus tónico 
Status epilepticus mioclónico 
Estado de mal epiléptico focal 
Epilepsia parcial continua de Kojewnikow 
Aura continua 
Status epilepticus límbico (status psicomotor) 
Status hemiconvulsivo con hemiparexia 
Estímulos precipitantes de las crisis reflejas 
Visuales 
Luz intermitente (si es posible especificar el color) 
Patrón geométrico 














Tabla 5. Síndromes epilépticos y síndromes relacionados (ILAE, 2001). 
Crisis neonatales benignas familiares 
Encefalopatía mioclónica temprana 
Síndrome de Ohtahara 
Crisis parciales migratorias del lactante (*) 
Síndrome de West 
Epilepsia mioclónica benigna del lactante 
Crisis familiares benignas del lactante 
Crisis benignas del lactante (no familiares) 
Síndrome de Dravet (antigua epilepsia mioclónica severa) 
Síndrome HH (hemiconvulsión-hemiplejía) 
Status mioclónico en encefalopatías no progresivas 
Epilepsia benigna de la infancia con paroxismos centro-temporales 
Epilepsia benigna occipital temprana (tipo Panayiotopoulos) 
Epilepsia benigna occipital tardía (tipo Gastaut) 
Epilepsia con ausencias mioclónicas 
Epilepsia con crisis mioclónico-astáticas 
Síndrome de Lennox-Gastaut 
Síndrome de Landau-Kleffner 
Epilepsia con punta.onda continua durante el sueño (a parte del síndrome de 
Landau-Kleffner) 
Epilepsia ausencias infantiles 
Epilepsias mioclónicas progresivas 
Epilepsias generalizadas idiopáticas con fenotipos variables 
Epilepsia ausencias juveniles 
Epilepsia mioclónica juvenil 
Epilepsia con sólo crisis tonicoclónicas generalizadas 
Epilepsias reflejas 
Epilepsia occipital idiopática fotosensible 
Otras epilepsias sensibles a estímulos visuales 
Epilepsia primaria de la lectura 
Epilepsia del sobresalto 
Epilepsia frontal nocturna autosómica dominante 
Epilepsia familiares del lóbulo temporal 
Epilepsias generalizadas con crisis febriles plus (*) 
Epilepsia familiar focal con focos variables (*) 
Epilepsias focales sintomáticas (o probablemente sintomáticas) 
Epilepsias límbicas 
Epilepsia temporal medial con esclerosis del hipocampo 
Epilepsia temporal medial con etiología específica  
Otros tipos definidos por la localización y la etiología 
Epilepsias neocorticales 
Síndrome de Rasmussen 
Otros tipos definidos por la localización y la etiología 
Condiciones que cursan con crisis epilépticas pero que no conllevan un diagnóstico 
de epilepsia 
Crisis neonatales benignas 
Crisis febriles 
Crisis reflejas 
Crisis por privación de alcohol 
Crisis inducidas por drogas o sustancias químicas 
Crisis postraumáticas precoces 
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Crisis aisladas o en racimo 
Crisis repetidas ocasionalmente (oligoepilepsia) 
(*) Síndromes en desarrollo 
 
1.1.3 La epilepsia como enfermedad genética. 
Contrariamente a la creencia popular que durante siglos 
denominó a la epilepsia “enfermedad sagrada” atribuyéndole un papel 
sobrenatural, muchas veces demoníaco, ya en los escritos hipocráticos 
se la consideraba “ni más divina ni sagrada que cualquier otra 
enfermedad”, no sólo afirmando “que tiene una causa natural” sino 
llegando a considerar que “su origen, como en otras enfermedades, 
reside en la herencia” (Hipócrates 470-410 A.C.) Sin embargo, durante 
mucho tiempo se consideró la epilepsia como una enfermedad no 
genética probablemente debido a que crisis esporádicas o recurrentes 
pueden ser causadas por numerosos factores como daño cerebral 
adquirido (traumatismos, isquemia, tumores), alteraciones del 
metabolismo o malformaciones congénitas. En estas epilepsias 
denominadas “sintomáticas” según la clasificación de la ILAE, una 
causa (no genética) puede atribuirse con relativa facilidad como la 
responsable. Sin embargo, alrededor del 1% de la población desarrolla 
crisis recurrentes sin razón obvia y sin la presencia de anormalidades 
neurológicas (epilepsias idiopáticas y criptogénicas) (Steinlein, 2004). 
El carácter hereditario de las epilepsias fue inicialmente sugerido 
por la observación de la agregación familiar, es decir que con frecuencia 
los parientes de enfermos de epilepsia se encuentran también afectados 
de este mal. Esta agregación familiar ha sido explicada tradicionalmente 
de varios modos. En primer lugar puede ocurrir por azar. Al menos 1 de 
cada 20 individuos tendrá una crisis de tipo epiléptico en algún 
momento de sus vidas, y está frecuencia es aplicable también a los 
familiares de los enfermos de epilepsia (Hauser, 1993). En segundo 
lugar, se ha llegado a pensar que existe una predisposición basal a la 
epilepsia que sí es heredable, aunque la aparición del síndrome 
depende de otros factores externos adquiridos pre o postnatalmente 
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(Berkovic et al., 1999). Por otra parte, familias con varios miembros 
afectados pueden ser la consecuencia de exposición compartida a 
factores ambientales o a patrones comunes de comportamiento (como la 
dieta), y no de factores genéticos. 
El hecho, es que el riesgo de padecer epilepsia se incrementa de 2 
a 4 veces en los parientes de primer grado de personas con epilepsias 
idiopáticas o criptogénicas comparando con la población general. Sin 
embargo, muchas personas con epilepsia no tienen familiares afectados. 
En un estudio de la Universidad de Columbia se recogió la historia 
familiar de 1957 personas con epilepsia. La proporción de sujetos con 
una historia familiar de epilepsia (uno o más parientes de primer grado 
afectados) fue del 15% para las epilepsias idiopáticas generalizadas y 
12% para epilepsias criptogénicas focales. Por otra parte muy pocas 
familias mostraban un patrón de herencia mendeliano (Ottman, 2005). 
Otros estudios que aportaron una potente evidencia de la 
existencia de factores genéticos en la epilepsia fueron los realizados 
sobre gemelos en los cuales se ha encontrado mayor tasa de 
concordancia de epilepsia en gemelos monozigóticos (MZ) que en 
dizigóticos (DZ). En un estudio de 1998 (Berkovic et al., 1998) las tasas 
de concordancia encontradas fueron mayores en MZ que en DZ tanto en 
epilepsias generalizadas (82% vs 26%) como en parciales (36 vs 5%), 
aunque las tasas en el caso de las generalizadas fueron mayores en 
ambos tipos de gemelos (Ottman, 2001). 
Pronto una etiología genética en las epilepsias generalizadas fue 
ampliamente aceptada, sin embargo las epilepsias focales o parciales 
han seguido atribuyéndose hasta hace relativamente poco a factores 
ambientales como daños en el nacimiento, infecciones, traumatismo 
craneal postnatal, o lesiones cerebrales (tumores o daño vascular) 
(Andermann et al., 2005). De hecho, mientras que la idea de que las 
epilepsias generalizadas, en las que se produce una descarga masiva y 
sincronizada en todo el córtex cerebral, son frecuentemente heredadas 
es fácil de aceptar, la herencia de un síndrome focal no lo es tanto ya 
que resulta difícil entender cómo un defecto genético que en teoría se 
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está expresando en todo el cerebro de forma simétrica puede causar 
una crisis parcial (Berkovic et al., 1999). 
Hoy en día sabemos que tanto las epilepsias generalizadas como 
las parciales están determinadas genéticamente y que claramente el 
riesgo de padecer epilepsia está incrementado en los parientes de los 
afectados, pero, como en el caso de los estudios de gemelos, se visto que 
este riesgo es mayor en el caso de las epilepsias generalizadas que en 
las parciales. Se han propuesto dos modelos alternativos para explicar 
esto: el primero asume que las influencias genéticas sobre el riesgo son 
diferentes para las epilepsias generalizadas y para las parciales. Este 
modelo predice que los familiares de afectados por un determinado 
síndrome epiléptico presentarían mayor riesgo de padecer el mismo tipo 
de síndrome. El segundo, por el contrario, asume que las influencias 
genéticas en el riesgo son las mismas para ambos tipos, pero mayor 
susceptibilidad genética se requiere para causar epilepsia generalizada 
que para focal. Este modelo predice que el riesgo de padecer ambos 
tipos de epilepsia será mayor en los parientes de probandos con 
epilepsia generalizada que con parciales. Se han encontrado evidencias 
que respaldan ambos modelos (Ottman et al., 1998). 
Como en la mayoría de enfermedades, los síndromes epilépticos 
más comunes tanto generalizados como parciales, se pueden explicar 
con un modelo de herencia multifactorial o compleja, en el que varios 
genes contribuyen cada uno con un pequeño efecto que por sí sólo es 
incapaz de producir el fenotipo. Sin embargo la combinación de estos 
“genes de susceptibilidad” junto con el efecto de factores ambientales 
genera el fenotipo epiléptico. Un pequeño porcentaje, sin embargo son 
monogénicas de modo que mutaciones en un único gen son suficientes 
para producir el fenotipo patológico (Tan et al., 2004). 
Aunque representan un porcentaje pequeño dentro del total de 
epilepsias, los síndromes monogénicos han cobrado una gran 
importancia a la hora de elucidar los mecanismos moleculares 
responsables de la epilepsia, ya que la identificación del gen causante 
resulta relativamente más sencilla que en los casos de herencia 
Introducción  
 19 
compleja, aunque no está exenta de dificultades. Por ejemplo, en el caso 
de síndromes monogénicos con herencia autosómica dominante, 
estrictamente hablando, la presencia de un alelo mutante debería ser 
suficiente para provocar la manifestación del fenotipo epiléptico, sin 
embargo los estudios muestran que la penetrancia de estas mutaciones 
normalmente no es del 100% y que la edad de inicio y la severidad del 
fenotipo es variable entre familias e incuso entre miembros de la 
misma. Esto indica que la expresión clínica de genes implicados en 
epilepsia puede ser modulada por genes adicionales sin identificar y 
posiblemente por factores ambientales (Ottman, 2005). Los fenotipos 
asociados a mutaciones en un mismo gen pueden ser muy variados 
incluso entre individuos de la misma familia que comparten la misma 
mutación, remarcando la importancia de factores modificadores. 
Contrariamente, mutaciones en genes diferentes pueden dar lugar a 
fenotipos indistinguibles (Kullmann, 2002). 
Dentro de las epilepsias monogénicas se han encontrado todos los 
posibles modos de herencia conocidos: autosómicas (dominantes y 
recesivas), ligadas al sexo y de herencia mitocondrial. 
Sin embargo, no debemos olvidar la posibilidad de que 
determinadas epilepsias esporádicas (sin historia familiar) sean 
causadas por mutaciones de novo (como se ha visto en la Epilepsia 
Mioclónica Infantil Severa en el gen SCN1A), o sean causadas por 
mutaciones somáticas en regiones críticas del cerebro (Ottman, 2005). 
1.1.4 Epilepsia vs “canalopatía”. 
La excitabilidad de las neuronas y la comunicación entre ellas 
depende de la acción de varios canales iónicos. La característica 
estructural básica de estos canales es que constituyen un poro que 
atraviesa la membrana plasmática, que deja pasar selectivamente 
distintos iones según el tipo de canal. Los poros no sólo controlan el 
tipo de ión que puede atravesarlos, sino también la dirección en la que 
los iones son transportados (hacia el interior o hacia el exterior celular). 
Las concentraciones de iones a cada lado de la membrana plasmática 
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determinan el potencial de reposo de una célula. La apertura y cierre de 
estos canales de forma regulada produce la rápida despolarización y 
posterior repolarización que constituye la “descarga” neuronal 
(Steinlein, 2004). Estos canales se abren y cierran, algunos en 
respuesta a neuromediadores sinápticos (canales dependientes de 
ligando) o a cambios en el voltaje en sí mismo (canales dependientes de 
voltaje). 
Dado que una crisis epiléptica consiste en una descarga 
sincronizada de un grupo de neuronas y que la descarga resulta de la 
despolarización umbral del potencial de membrana, es fácil imaginar 
que mutaciones en este tipo de canales resultarán en una alteración de 
la excitabilidad neuronal, lo que puede llevar, en determinadas 
circunstancias, a una situación de descargas recurrentes y 
sincronizadas y a una crisis epiléptica. Hay que tener en cuenta, sin 
embargo, que un incremento de la excitabilidad no es sinónimo de 
crisis, ya que este incremento en la excitabilidad puede darse en 
neuronas de tipo inhibitorio.  
Este mecanismo se ha visto confirmado con el descubrimiento de 
que numerosos síndromes epilépticos, tanto generalizados como 
parciales, son causados por mutaciones en genes que codifican para 
subunidades de estos canales iónicos o proteínas accesorias. En todos 
los casos, se trata de síndromes con una herencia autosómica 
dominante o de síndromes esporádicos causados por mutaciones de 
novo en heterocigosis.  
En el momento de inicio de esta tesis, todos los síndromes 
epilépticos para los cuales se había llegado a identificar un defecto 
molecular causante correspondían a este grupo, con lo que el único 
mecanismo del que se disponía de evidencias para explicar la patología 
epiléptica era la alteración de la excitabilidad neuronal por el 
funcionamiento erróneo de estos canales. 
En la actualidad se conocen 15 genes que codifican para estos 
canales en los que mutaciones causan diferentes síndromes epilépticos. 
Entre ellos, encontramos canales iónicos excitadores (canales de Na+, 
Introducción  
 21 
Ca2+ o en el receptor nicotínico de acetilcolina α4β2) y canales iónicos 
inhibidores (canales de K+, receptores de GABA, canales de Cl-) 
(Turnbull et al., 2005) tal y como se resume en la tabla 6. 
 
Tabla 6. Genes codificantes para canales iónicos y síndromes epilépticos en los 
que se encuentran implicados. 
Gen Síndromes Cromosoma 
Canal de Sodio  
SCN2A BFNIS (MIM 607745), GEFS + (MIM 604233) 2q23-q24.3 
SCNIB GEFS + 1 (MIM 604233) 19q13.1 
SCNIA GEFS + 2 (MIM 604233), SMEI (607208) 2q24 
   
Canal de Calcio 
CACNB4 IGE (MIM 600669), JME (MIM 606904) 2q22-23 
CACNA1A EA2 (MIM 108500), FHM (MIM 141500), SCA6 (MIM 
183086), IGE (MIM 600669) 
19q 
CACNA1H CAE (MIM 607682) 16p13.3 
 
Receptor de Acetilcolina  
CHRNA4 ADNFLE1 (MIM 6000513) 20q13.2-q13.3 
CHRNB2 ADENFL3 (MIM 605375) 1p21 
   
Canal de Potasio 
KCNQ2 BFNC1 (MIM 125370), BFNC/myokymia (MIM 
606437) 
20q13.3 
KCNQ3 BFNC2 (MIM 121201) 8q24 
KCNA1 EA1 (MIM 160120), epilepsia parcial 12p13 
   
Receptor GABA  
GABRA1 JME (MIM 606904) 5q34 
GABRG2 GEFS + 3 (MIM 604233), CAE (MIM 607681) 5q34 
GABRD GEFS + (MIM 604233) 1p36.3 
   
Canal de Cloro  
CLCN2 CAE (MIM 607682), EGMA (MIM 607628) 3q26 
BFNIS, crisis neonatales e infantiles benignas familiares; IGE, epilepsia generalizada idiopática; EA, ataxia 
episódica; FHM, migraña hemipléjica familiar; SCA, ataxia espinocerebelar; BFNC, convulsiones 
neonatales familiares benignas; EGMA, epilepsia con crisis gran mal del despertar; JME, epilepsia 
mioclónica juvenil; GEFS+, epilepsia generalizada con crisis febriles plus; ADNFLE, epilepsia frontal 
nocturna autosómica dominante  
1.1.5 La Epilepsia Lateral Temporal Autosómica 
Dominante. 
La Epilepsia del lóbulo temporal es la forma de epilepsia parcial 
más común en adultos y tradicionalmente se la ha considerado como 
un síndrome adquirido consecuencia de una lesión previa como la 
esclerosis del hipocampo, tumores, traumatismos craneales o 
malformaciones vasculares congénitas. Sin embargo en los últimos 20 
años se ha puesto en evidencia que la Epilepsia de Lóbulo Temporal 
corresponde en realidad a un grupo heterogéneo de síndromes 
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epilépticos en los que el componente genético juega un papel 
importante (Vadlamudi et al., 2003). 
En 1995, Ottman y colaboradores  publicaron un estudio genético 
realizado sobre una familia americana (Figura 1) en la que individuos en 
tres generaciones sucesivas presentaban una epilepsia parcial con un 
patrón de herencia autosómico dominante que no correspondía a 
ningún síndrome reconocido en la clasificación propuesta por la ILAE 
(Ottman et al., 1995). Diecisiete miembros de la familia habían sufrido 
crisis, aunque tan sólo en 14 se consideraron como crisis de tipo 
epiléptico. En tres casos la epilepsia se asoció a una lesión o 
enfermedad previa, reduciendo a 11 los casos de epilepsia que se 
consideró idiopática/criptogénica observándose crisis de tipo parcial 
que derivaban en una generalización secundaria. En seis de estos casos 
los individuos presentaron alteraciones de tipo auditivo como síntoma 
sensitivo de la crisis parcial, en forma de sonidos de intensidad 
creciente de timbres o música difusa, ruido de máquinas o murmullo de 
voces. Junto a este componente auditivo, el fenotipo se caracterizaba 
por presentar una edad de inicio juvenil (8-19 años), una frecuencia de 
crisis muy baja y una buena respuesta a antiepilépticos comunes. En 
ningún caso se observó actividad anormal en los EEG intercríticos. 
Sobre esta familia realizaron un estudio de ligamiento asumiendo 
una penetrancia del 71%. En un primer rastreo de 110 marcadores tipo 
microsatélite, obtuvieron evidencias de ligamiento al cromosoma 10 en 
el marcador D10S222 (LOD score 2,69 a θ=0,00). Para tratar de refinar 
los resultados se seleccionaron 12 marcadores en la región de D10S222 
encontrando un LOD score máximo de 3,99 para el marcador D10S192.  
Con el objetivo de acotar la región mínima en la cual se 
encontraría el gen de susceptibilidad responsable del fenotipo, se 
establecieron los haplotipos de los marcadores en la región estudiada 
encontrándose un haplotipo mínimo de siete marcadores (LOD score 
máximo del haplotipo 4,83) compartido por todos los afectos que 





En 1999 en un estudio llevado a cabo en el País Vasco por el Dr. 
Poza y colaboradores (Poza et al., 1999), se describía una gran familia 
vasca (Figura 2) en la que individuos de cinco generaciones presentaban 
un síndrome epiléptico de características muy similares al de la familia 
en el trabajo de Ottman.  Once de los 19 afectados estuvieron 
disponibles para ser examinados observándose una edad de inicio 
variable entre los 11 y los 40 años. Siete de los afectados habían sufrido 
crisis parciales simples con generalización secundaria, en dos casos las 
crisis fueron parciales complejas también con generalización secundaria 
y en un caso las crisis fueron generalizadas. El componente de las 
auras fue visual (destellos, colores, luces o formas simples) en 5 casos y 
auditivo (zumbidos o ruido de maquinaria) en 3. Los pacientes 
presentaban una frecuencia de crisis baja (3-6/año) ocurriendo 
frecuentemente durante las primeras horas de sueño y una buena 
 
Figura 1: Ligamiento original de Ottman y colaboradores. 
Familia americana sobre la que se encontró el primer ligamiento de 
ADLTE a la región 10q24. El haplotipo mínimo fue de 10 cM. 
Publicado en (Ottman et al., 1995). 
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respuesta a antiepilépticos comunes, aunque en algunos casos se 
observó reaparición de crisis al retirar el tratamiento. En siete casos los 
pacientes sufrieron dolor de cabeza tras la crisis aunque en ningún 
caso estupor postcrítico.  
El análisis de los EEG intercríticos reveló actividad epiléptica en 
el área temporo-occipital izquierda en dos casos de los siete estudiados. 
Otras pruebas de neuroimagen fueron normales en todos los casos. 
  
Realizando un estudio genético utilizando marcadores en la 
región acotada por Ottman en 1995, encontraron evidencias sugerentes 
de ligamiento al marcador D101756 con un LOD score de 1,70 a θ=0,0. 
Para refinar la zona de ligamiento seleccionaron 26 marcadores más en 
esa región alcanzando un LOD score máximo de 3,50 y 3,42 a θ=0,0 
para los marcadores D10S1680 y D10S1644. Finalmente lograron 
acotar la región mínima de susceptibilidad en 15cM delimitados por los 
marcadores D10S532 y D10S1758 respectivamente. Los 11 individuos 
afectados compartían el mismo haplotipo de 16 marcadores que 
también se encontró en 3 individuos no afectados poniendo en 
evidencia la penetrancia incompleta del síndrome. 
Figura 2: Segundo ligamiento de ADLTE a 10q24. 
Familia vasca sobre la que se encontró ligamiento de ADLTE a la región descrita 
previamente en 1995. El haplotipo mínimo acotado fue de 15 cM. Publicado en 
(Poza et al., 1999) 
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Como se representa en la Figura 3, solapando los haplotipos 
mínimos descritos en este estudio y en el estudio de Ottman sobre la 
familia americana, se puede reducir la región de localización del gen de 
susceptibilidad en una región mínima de 3cM entre los marcadores 
D10S185 y D10S577. 
 
Estudios posteriores describieron otras familias de fenotipo más o 
menos similar con crisis parciales principalmente con componente 
auditivo y frecuente generalización secundaria. En el año 2000, 
Michelucci y colaboradores describieron una familia italiana, demasiado 
pequeña para lograr ligamiento estadísticamente significativo, pero en 
la que se encontró un haplotipo compartido exclusivamente por los 
afectados dentro de la región mínima de 3cM (Michelucci et al., 2000). 
El mismo año se describió una familia alemana en la que se 
encontraron indicios de ligamiento a 10q mostrando algunos afectados 
Ottman et al.  Nature Genetics; 1995 10:56-60









Figura 3: Reducción de la región mínima de ligamiento a 3 cM.  
Representación esquemática de la obtención de la región mínima de 3 cM en 10q24 
en la que debía encontrarse el gen causante de ADLTE, por el solapamiento de los 
haplotipos encontrados por Ottman y Poza (Ottman et al., 1995; Poza et al., 1999) 
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patrones anormales de EEG en la región temporo-occipital (Mautner et 
al., 2000). En 2002 se describió una familia noruega con epilepsia 
familiar temporal en la que se encontraron crisis con síntomas auditivos 
acompañados en la mayoría de casos de afasia. Los patrones de EEG de 
algunos afectados mostraron anomalías en las región temporo-occipital 
y frontotemporal. A pesar de que el fenotipo de esta familia presentaba 
algunas diferencias con los descritos anteriormente logaron establecer 
ligamiento al cromosoma 10 sin conseguir reducir la región mínima de 
3cM (Brodtkorb et al., 2002). Además de la familia americana original, 
el grupo de Ottman, utilizando como criterio de búsqueda la alta 
incidencia de síntomas auditivos, lograron identificar cuatro nuevas 
familias con epilepsia parcial familiar con un fenotipo compatible con el 
de la familia original y el resto de familias descritas hasta ese momento. 
En tres de ellas lograron establecer un ligamiento positivo en la región 
crítica de 3cM, pero la ausencia de sucesos de recombinación les 
impidió reducirla (Winawer et al., 2002). 
Las similitudes, aunque con cierta variabilidad, entre los 
fenotipos descritos en estas familias coinciden en la existencia de un 
síndrome epiléptico hasta ese momento no descrito caracterizado por 
crisis escasas de tipo parcial simple precedidas por un aura de 
componente principalmente auditivo y frecuente generalización 
secundaria, edad de inicio juvenil-adulto y buena respuesta a 
antiepilépticos comunes. Los casos en los que los estudios de 
electrofisiológicos y de neuroimagen  revelaron anormalidades sitúan el 
foco epiléptico en la región lateral del lóbulo temporal, cerca de la unión 
temporo-occipital (Winawer et al., 2000), lo cual concuerda con el 
componente auditivo con el que cursan la mayoría de las crisis. En el 
trabajo original de Ottman y colaboradores (Ottman et al., 1995) se 
sugiere el nombre de Epilepsia Parcial Temporal Autosómica Dominante 
con Síntomas Auditivos (ADPEAF) mientras que Poza y colaboradores 
hablan de Epilepsia Lateral Temporal Autosómica Dominante (ADLTE) 
(Poza et al., 1999). En ambos casos, los síntomas auditivos o la 
localización lateral la distinguen de la otra Epilepsia del Lóbulo 
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Temporal más común denominada Epilepsia Temporal Mesial descrita 
por el grupo de Berkovic, que cursa con crisis parciales con síntomas 
psíquicos y autonómicos (Berkovic et al., 1996) y para la que no se ha 
encontrado ligamiento al cromosoma 10 (Santos et al., 2002). 
La Epilepsia Lateral Temporal Autosómica Dominante o Epilepsia 
Parcial Temporal Autosómica Dominante con Síntomas Auditivos se 
presenta, al menos en las familias descritas, como un síndrome 
monogénico situándose el gen responsable en una región mínima de 
3cM en el brazo largo del cromosoma 10. Sin embargo, hay que resaltar 
que no se puede descartar que exista heterogeneidad genética, es decir 
otros genes responsables del mismo fenotipo, ya que se han descrito 
familias con un cuadro clínico similar y un tipo de herencia compatible 
con ADLTE en las que se ha descartado el ligamiento a la región 10q24 
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1.2 Objetivos. 
La finalidad última de este proyecto es la identificación y 
caracterización de los factores genéticos responsables de la Epilepsia 
Lateral Temporal Autosómica Dominante. 
Desde el comienzo, el proyecto se enmarcó dentro de una 
colaboración de ámbito europeo de varios laboratorios (European 
Consortium for the study of ADLTE). A nivel global se iniciaron dos 
aproximaciones experimentales: una clonación posicional, identificando 
todos los transcritos (conocidos o no) dentro de la región de 3cM y un 
estudio de gen candidato tratando de seleccionar aquellos genes que a 
priori pudieran ser susceptibles de ser responsables de la patología. 
Nuestro grupo se encargó de la aproximación de gen candidato. 
Por tanto, nos propusimos como primer objetivo general de esta tesis: 
 
1.- Identificar el gen causante de ADLTE mediante el rastreo de 
mutaciones en genes candidatos. 
 
 
Desglosando este primer objetivo general surgen los siguientes 
objetivos específicos: 
 
1.1.- Obtener un listado de genes candidatos localizados en la 
región crítica de 3cM, realizando un cribado según criterios basados en 
la información disponible sobre la patología. 
 
1.2.- Analizar la región codificante de los genes seleccionados en 
los individuos de las familias afectadas por ADLTE en busca de 








1.3.1 Selección de Genes Candidatos. 
La región mínima en la cual debía encontrarse el gen causante de 
ADLTE había sido acotada combinando los estudios de ligamiento de 
Ottman y Poza a 3cM dentro del brazo largo del cromosoma 10 (10q24). 
En el momento en el que se inició este trabajo el mapa del Genoma 
Humano no estaba completo, por lo que el número total de genes dentro 
de esa región era desconocido. La información disponible en bases de 
datos en aquel momento localizaba más de cincuenta genes y nueve 
patologías en esta región (tabla 7). 
 
Tabla 7: Enfermedades y genes conocidos en la región de 3cM (datos de 2000) 
Enfermedades localizadas 
Bannayan-Zonana syndrome 10q23.3 
Corneal dystrophy of Boman’s layer II 10q23-q24 
Hermansky-Pudlak syndrome 10q23.1-q23.3 
Infantile Onset SCA 10q23.3-24.1 
Progressive external opthalamoplegia 1 10q23.3-q24.3 
Split hand/foot malformation III 10q24-q25 
Spastic Paraplegia 9 10q23.3-q24.2 
Urofacial syndrome 10q23-q24 
Wolman disease (lipase A, lysosomal acid) 10q23.2-q23.3 
Otros 
Lymphoid specific helicase 10q23-q24 
T-cell lymphoma 3-assoc breakpoint 10q24 
Human papillomairus (6a) integr. site 10q24 
SNCG (Breast cancer specific protein) 10q23.2-q23.3 
Genes (de entre >50)  
Adenosin kinase 10cen-10q24 
Adrenergic receptors 2A y β1 10q24-q26 
Cytochr. C and P450 components  10q24 
Glutamate dehydrogenase I 10q23.3 
G-protein coupled receptor kinase 5 10q24-qter 
Leucin rich glioma inactivated 1 10q24 
Mening expr antigen 5 (hyaluronidase) 10q24.1-q24.3 
NADH dehydrogenase 1β subcompl. 8 10q23.2-23.33 
Phosphodiesterase C, cGMP-specific 10q24 
SNCG, breast cancer-specific protein 1 10q23.2-23.3 
Survival of motor neuron-related 10q23 
TATAbox binding protein-associated factor 10q24-q25.2 
TNF receptor superfamily member 6 10q24.1 





A priori para nuestro estudio establecimos los siguientes criterios 
de selección de genes candidatos: 
 
1.- Genes conocidos previamente localizados en la región 10q24. 
Aunque no era posible descartar que el causante de ADLTE 
fuera un gen aún no identificado en esa región, como punto 
de partida para facilitar el estudio, decidimos comenzar con 
el listado de los genes de los que ya se disponía de 
información. 
2.- Genes expresados en el sistema nervioso central 
(exclusivamente o no), al menos en la región temporal. 
Como ya se ha indicado, los síntomas auditivos y las 
evidencias obtenidas por electrofisiología y neuroimagen 
localizaban el foco de la actividad epiléptica en la región 
lateral del lóbulo temporal. Por tanto parecía lógico pensar 
en una expresión directa del gen causante en esta zona, 
aunque efectos indirectos provenientes de la expresión en 
otras localizaciones no podían descartarse. 
3.- Genes codificantes para subunidades de canales iónicos u 
otras proteínas integrales de membrana relacionadas con la actividad 
eléctrica.  
Teniendo en cuenta que todos los genes implicados en 
síndromes epilépticos identificados hasta ese momento 
correspondían a subunidades de canales iónicos 
proponiéndose un desajuste en la actividad eléctrica 
celular, decidimos investigar inicialmente este mecanismo. 
 
El análisis de la región reveló que ninguno de los genes conocidos 
cumplía el criterio de codificar un canal iónico, por lo que los genes 
candidatos se seleccionaron en función de su patrón de expresión. 
El primer gen seleccionado para la búsqueda de mutaciones fue el 
gen LGI1 (Leucine-rich glioma inactivated-1). Este gen había sido 
descrito en 1998 por Chernova y colaboradores (Chernova et al., 1998) y 
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había sido localizado en 10q24 próximo al marcador D10S185. Los 
estudios por Northern blot revelaban una expresión fundamentalmente 
restringida al cerebro, dentro del cual se encontró expresión con 
intensidad variable entre distintas regiones incluyendo el lóbulo 
temporal. 
1.3.2 Estructura genómica de LGI1. 
La estructura genómica de LGI1 se obtuvo a partir de la 
información disponible del Proyecto Genoma Humano. La secuencia del 
cDNA de LGI1 (GeneBank #AF055636) se utilizó como sonda virtual y 
mediante la herramienta bioinformática BLAST (NCBI) se identificó un 
BAC (AL358154) que contenía la secuencia genómica de LGI1.  
Las uniones exón-intrón (Tabla 8) se dedujeron in silico alineando 
la secuencia del cDNA con la del BAC AL358154. 
 
Tabla 8. Estructura genómica de LGI1 
    exón 1 (5’ UTR) 
    GATCCCTC… 
exón 1 (5’ UTR)  exón 1(codificante)  intrón 1 
…TCGACTGC  ATGGAA… …CTCATT  gtaaggcccg… 
intrón 1  exón 2  intrón 2 
…tttctttcag  ATCCTT… …GCTCTT  gtgagaaata… 
intrón 2  exón 3  intrón 3 
…ttctgggcag  GTTATT… …GTATTT  gtaagtaaaa… 
intrón 3  exón 4  intrón 4 
…cttattgcag  ATTCAT… …TCACTT  gtaaagtatg… 
intrón 4  exón 5  intrón 5 
…ttttttccag  GAGCCT… …AAATGT  gtaagaggac… 
intrón 5  exón 6  intrón 6 
…tgtctttcag  GTGGAC… …TTACAG  gtaatgtact… 
intrón 6  exón 7  intrón 7 
…atttttgcag  AATTTG… …TTACAG  gtatgaaaag… 
intrón 7  exón 8 (codificante)  exón 8 (3’UTR) 
…cttttcccag  GCACAT… …GCATGA  GACACCAA… 
exón 8 (3’UTR)      
…CTTTCATA   
en color azul: secuencia no codificante, en color negro: secuencia codificante, en 
mayúsculas: secuencia exónica, en minúsculas: secuencia intrónica, UTR 
(UnTranslated Region). 
1.3.3 Búsqueda de mutaciones en la región codificante. 
Cada uno de los 8 exones del gen se analizó por secuenciación 
directa del producto de PCR comparando las muestras entre los 
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distintos miembros de las familias de ADLTE, en busca de cambios que 
fueran compartidos tan sólo por los afectados.  
En dos de las familias se encontraron cambios susceptibles de ser 
mutaciones, lo cual identificaría a LGI1 como el gen responsable de la 
patología, al menos en estas familias. 
 
- Familia ADLTE01 
Cambio encontrado: (c.758delC) Deleción de una Citosina 
en posición 758 (contando desde el codón de inicio) presente en 




         E   Y   V   V   I   A   Q   P   F   T   G   K   
Normal  GAG TAT GTA GTC ATC GCT CAG CCT TTT ACT GGA AAA T
Mutada  GAG TAT GTA GTC ATC GTC AGC CTT TTA CTG GAA AAT G






















































































Figura 4: Mutación c.758delC encontrada en la familia ADLTE01.  
A) Electroferogramas mostrando una secuencia normal (panel superior) y una 
secuencia con la deleción de una Citosina en posición 758 (panel inferior). Al 
encontrarse en heterocigosis se observa el solapamiento de las secuencias del 
alelo normal y el mutado desplazado una posición. B) Esquema del impacto de 





Efecto sobre la proteína: Cambia la pauta de lectura a 
partir del punto de deleción (aminoácido 253) introduciendo una 
secuencia nueva específica de la forma mutante de 31 
aminoácidos que termina en un codón de parada prematuro. La 




- Familia ADLTE02 
Cambio encontrado: (c.1420C>T) Transición Citosina por 




Q   R   M   P   S   R G   S   M   V   F   Q   P
Normal CAG AGG ATG CCA TCG CGA GGA TCC ATG GTG TTC CAG CCT
Mutada CAG AGG ATG CCA TCG TGA GGA TCC ATG GTG TTC CAG CCT







































































































Figura 5: Mutación c.1420C>T encontrada en la familia ADLTE03.  
A) Electroferogramas mostrando una secuencia normal (panel superior) y una 
secuencia con el cambio Citosina por Timina en posición 1420 en heterocigosis 





Efecto sobre la proteína: (R474Stop). Cambia la Arginina 
en posición 474 por un codón de parada prematuro. La proteína 
resultante, en caso de expresarse consistiría en 473 aminoácidos 
(Figura 5B).en lugar de los 557 de la forma silvestre (Figura 4B).  
 
1.3.4 Segregación de las mutaciones en la familia y 
estudio poblacional. 
El análisis de la segregación de la mutación con la enfermedad en 
las familias se realizó mediante RFLP (Restriction Fragment Length 
Polymorphism). 
En la familia ADLTE01, la pérdida de la Citosina en posición 754 
elimina una diana de restricción para el enzima DdeI. La digestión del 
producto de PCR del exón 7 reveló un patrón de restricción coincidente 
con la presencia de la deleción en heterocigosis (154 y 133 pb el alelo 
normal y 287 el alelo mutado) compartido por los enfermos de la familia 














Figura 6: Estudio de segregación de las mutaciones con la 
enfermedad mediante RFLP.  
A) una muestra de la familia ADLTE01. Se observa el distinto patrón 
electroforético en afectos y sanos al digerir el exón 7 con DdeI. B) familia 
ADLTE03. Se observa el distinto patrón electroforético en afectos y sanos 




En la familia ADLTE03, el cambio Citosina por Timina elimina 
una diana de restricción para el enzima NruI. La digestión del exón 8 
demostró la presencia de la mutación en heterocigosis (618 y 311 pb el 
alelo normal y 929 el alelo mutante) segregando exclusivamente con los 
afectados de la familia (Figura 6B). 
Ninguno de los dos cambios se encontró al realizar el análisis de 
restricción en 70 individuos sanos (población control del mismo grupo 
étnico) sugiriendo que estos cambios realmente podrían corresponder a 











2. Capítulo 2. 
2.1 Introducción. 
2.1.1 Aislamiento original de LGI1. 
En 1998 el grupo de Chernova y colaboradores se encontraba 
tratando de identificar genes en el cromosoma 10 implicados en la 
aparición y progresión de glioblastomas.  
El glioblastoma es el tumor maligno más común en el sistema 
nervioso central adulto. La mayoría se desarrollan rápidamente a partir 
de astrocitos o células precursoras gliales sin que existan evidencias de 
la presencia de un estado tumoral de menor malignidad denominándose 
glioblastomas primarios o de novo. La esperanza de vida en estos casos 
es muy baja, no superando normalmente los tres meses. El resto de 
glioblastomas tienen un proceso de evolución en el que va creciendo la 
malignidad detectándose inicialmente astrocitomas de bajo grado o, 
según la Organización Mundial de la Salud (OMS) gliomas de grado II, 
en un estadío más avanzado astrocitomas anaplásticos o de grado III y 
finalmente glioblastomas secundarios o de grado IV  los cuales poseen 
una gran capacidad invasiva (Ohgaki, 2005). 
Estudios citogenéticos y moleculares habían previamente 
demostrado que dos de los sucesos que con más alta frecuencia se 
encuentran asociados a gliomas de alto grado, tanto primarios como 
secundarios, son la pérdida de una copia completa del cromosoma 10 y, 
en el 80% de glioblastomas multiformes, el reordenamiento y pérdida de 
ciertas regiones en la otra copia del cromosoma 10, especialmente en la 
región 10q23-26 (Rasheed et al., 1992; Ye et al., 1993; Rasheed et al., 
1995).  
Analizando la línea celular T98G derivada de un glioblastoma la 
cual carece de una copia completa del cromosoma 10 y sufre una 
translocación balanceada t(10;19)(q24;q13) entre la copia restante del 
cromosoma 10  y el cromosoma 19 que afecta a la región 10q24, 
lograron aislar un nuevo gen en esta región, de función desconocida, 
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que se encontraba truncado por el punto de ruptura de la 
translocación. Debido que este gen codificaba para una proteína con 
dominios de repeticiones ricas en Leucina le llamaron LGI1 (Leucine-rich 
Glioma Inactivated-1)(Chernova et al., 1998). 
2.1.2 Expresión de LGI1. 
A partir de un clon que contenía gran parte de la secuencia 
codificante de LGI1, Chernova y colaboradores obtuvieron una sonda de 
RNA con la que hibridaron mediante Northern blot muestras de RNA de 








Figura 7: Expresión de LGI1 
mediante Northern blot.  
A) Expresión en distintos tejidos 
B) Expresión en distintas 
regiones del SNC. Extraído de 
(Chernova et al., 1998).  
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En la figura 7 se puede observar que el resultado fue positivo en 
cerebro y músculo esquelético, siendo la expresión mayoritaria en 
cerebro, y negativo en corazón, placenta, pulmón, hígado, riñón y 
páncreas. La sonda detectó dos tránscritos: uno de 2,4kb y otro de 
1,6kb. En el caso del cerebro, el tránscrito más abundante resultó ser el 
de 2,4kb mientras que en músculo esquelético ambos tránscritos se 
encontraron por igual.  
Sin embargo, mediante la técnica de la RT-PCR que consigue un 
mayor grado de sensibilidad, encontraron niveles bajos de RNA 
mensajero (mRNA) de LGI1 en corazón, hígado y páncreas, encontrando 
niveles intermedios entre los observados en cerebro y el resto de tejidos 
al analizar tejido aislado de nervio periférico. 
El análisis de expresión en distintas regiones cerebrales mediante 
Northern blot reveló una expresión bastante generalizada de los dos 
tránscritos aunque con diferente intensidad según regiones. La 
expresión máxima se observó en cerebro total, córtex, hipocampo y 
putamen y la más baja en el corpus callosum.  
 
2.1.3 Organización genómica y arquitectura de dominios. 
Mediante estudios a nivel genómico y bioinformático, el grupo de 
Cowell (Chernova et al., 1998; Somerville et al., 2000) describió que 
LGI1 se encuentra situado a nivel genómico en una región de 
aproximadamente 25 kb, estando codificado por 8 exones de tamaños 
entre 72 pb y 1197 pb. El mRNA contiene una pauta abierta de lectura 
(ORF) de 1674 pb que comienza con un codón de inicio ATG en posición 
225 desde el comienzo del exón 1 y codifica para una proteína de 557 
aminoácidos. 
En la región 3’ UTR del mensajero se identificó un sitio de 
poliadenilación, sin embargo en la región anterior al inicio de la 
transcripción no se hallaron secuencias que indicaran la presencia de 
un promotor (cajas TATAA o CAAT). Aún así se delimitó una región 
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mínima de 597 pb capaz de dirigir la expresión del gen de la luciferasa 
en un estudio in vitro (Somerville et al., 2000). 
Mediante herramientas informáticas de predicción establecieron 
que la proteína LGI1 posee una región hidrofóbica al comienzo de su 
secuencia (aminoácidos 1-34) que actuaría como péptido señal y, por 
tanto, la proteína madura de 60 kDa se dirigiría hacia la membrana. 
Por otra parte, predijeron la existencia de otra región hidrofóbica 
(aminoácidos 288 a 309)  codificada en el exón 8 que constituiría un 
dominio transmembrana. Este dominio, formado por una única hélice, 
atravesaría la membrana un vez dejando la región N-term en el exterior 
celular. En la región comprendida entre el péptido señal y el dominio 
transmembrana identificaron un dominio constituido por Repeticiones 
Ricas en Leucina (LRRs) flanqueadas por dos dominios ricos en 
Cisteína. Las LRRs encontradas en LGI1, tres repeticiones y media 
según Chernova (Chernova et al., 1998), y cuatro y media según 
Somerville (Somerville et al., 2000), presentan una Fenilalanina 
conservada en posición 20 dentro de la repetición lo que las sitúa en la 
familia F-20 de proteínas ricas en Leucina. La combinación de 
repeticiones ricas en leucina y dominios flanqueantes ricos en Cisteína, 
por otra parte, es una característica típica de proteínas extracelulares o 
dominios en la porción extracelular de proteínas de membrana 
(Buchanan et al., 1996).  
En la región C-term, teóricamente intracelular, no lograron 
encontrar homología con ningún dominio conocido.  
En la secuencia de LGI1 encontraron dos sitios potenciales de N-
glicosilación (Asn192 y Asn277) en el dominio N-term así como una 
Serina (Ser313) y una Tirosina (Tyr384) potencialmente fosforilables por 
la proteína quinasa dependiente de cAMP o por tirosina quinasas. 
Además, encontraron varias dianas de fosforilación para la Proteína 
quinasa C (PKC) y la Caseína quinasa II. 
Rastreando una genoteca de cDNA de ratón con una sonda del 
gen LGI1 humano lograron identificar un gen con un 91% de identidad 
a nivel de nucleótido y 97% a nivel de secuencia proteica. Este ortólogo 
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de LGI1 (GeneBank: AF246818) también está codificado en 8 exones 
estando las uniones entre ellos muy conservadas entre ambas especies. 
2.1.4 Análisis de Homologías. 
En el trabajo original de Chernova se utilizó la secuencia de las 
repeticiones ricas en Leucina de LGI1 para realizar un estudio de 
homología con otros genes conocidos. Este estudio fue ampliado 
posteriormente por Krex y colaboradores.  
Encontraron que las LRRs de LGI1 presentan cierta homología 
con las que se encuentran en proteínas como slit, tall, osteomodulina o 
bliglicano (38-41% de identidad, 58-67% de similitud) (Chernova et al., 
1998). 
En el trabajo de Krex extendieron la región de homología 
incluyendo, además de las LRRs, los dominios flanqueantes ricos en 
Cisteína N-term y C-term. De este modo acotaron la homología a 
proteínas pertenecientes a dos familias: los receptores de neurotrofinas 
TRK (en concreto TRKA y TRKC) y los homólogos del gen de Drosophila 
slit (h-SLIT2 y h-SLIT3). Además de la comparación de secuencias 
proteicas realizaron comparaciones de la estructura genómica de esos 
genes y la conservación de la posición de los intrones. Según estos 
autores LGI1 se encuentra filogenéticamente más cercano a la familia 
SLIT que a los genes TRK, lo cual aporta evidencias de su posible 
relación funcional (Krex et al., 2002). 
Tanto SLIT como TRK son familias de genes con funciones 
esenciales en el desarrollo y mantenimiento del sistema nervioso. Estos 
estudios sugieren que LGI1 podría estar implicado también en estos 
procesos. 
 
2.1.5 LGI1 como gen supresor de tumores. 
El hecho de encontrar el gen LGI1 en el punto de ruptura de la 
translocación entre los cromosomas 10 y 19 que porta la línea celular 
de glioblastoma T98G, llevó al grupo de Cowell a proponer que LGI1 
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podría funcionar como un gen supresor de tumores, implicándose su 
inactivación en la génesis o en la progresión de glioblastomas. 
Diferentes estudios realizados desde entonces han aportado resultados 
algo contradictorios. 
En primer lugar, varios grupos mediante el uso de diferentes 
técnicas han encontrado que existe una reducción en la expresión de 
LGI1 en gliomas que parece asociada a la gravedad y estado avanzado 
del tumor, encontrándose niveles algo reducidos en glioblastomas de 
bajo grado  y muy reducidos o nulos en glioblastomas de alto grado y en 
líneas celulares de glioblastoma multiforme (Chernova et al., 1998; Krex 
et al., 2002; Besleaga et al., 2003; Piepoli et al., 2006). Chernova y 
colaboradores fueron los primeros en observar niveles reducidos o nulos 
del mRNA de LGI1 mediante RT-PCR en varias líneas celulares de 
glioblastoma y en algunos gliomas primarios. Mediante Southern blot, 
encontraron evidencias de reorganizaciones a nivel genómico afectando 
a LGI1 en algunos casos, asumiendo que estas alteraciones debían ser 
las responsables de la ausencia de mRNA de LGI1 observada en estas 
líneas (Chernova et al., 1998). Sin embargo, a pesar de confirmar por 
RT-PCR los resultados de Chernova et al. observando una muy reducida 
o nula expresión de LGI1 en líneas de glioblastoma, Krex y 
colaboradores no encontraron evidencias de reorganizaciones 
cromosómicas en estas líneas que afectaran a LGI1 (Krex et al., 2002).  
Además de las aberraciones cromosómicas, otros mecanismos 
comúnmente asociados a la inactivación de genes supresores de 
tumores son la presencia de mutaciones en la secuencia codificante o el 
silenciamiento del gen debido a cambios en el estado de metilación del 
DNA genómico, pero ninguno de estos dos mecanismos parece jugar un 
papel en la reducción de los niveles de mRNA de LGI1 asociado a 
glioblastoma (Somerville et al., 2000; Krex et al., 2002). Aún así, la 
reducción en los niveles de mRNA de LGI1 asociada al estado del glioma 
se ha confirmado a nivel de proteína. Besleaga y colaboradores 
realizaron estudios de inmunohistoquímica con un anticuerpo 
policlonal específico de LGI1 sobre muestras de 40 tumores primarios 
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en diferentes estados de evolución, encontrando niveles elevados de 
proteína en gliomas de bajo grado, muy reducidos en gliomas de grado 
III y nulos en muestras de glioblastoma multiforme (grado IV) (Besleaga 
et al., 2003). 
Muy recientemente Piepoli y colaboradores, en un trabajo en el 
que ha colaborado el grupo de Steinlein, han propuesto una explicación 
alternativa al hecho de encontrar niveles variables de expresión de LGI1 
en muestras de tumores primarios y nulos en la mayoría de líneas 
celulares estudiadas, proponiendo que, en realidad, LGI1 no se 
comporta como un gen supresor de tumores (Gu et al., 2005; Piepoli et 
al., 2006). Estos autores proponen que la fuente principal de LGI1 en el 
cerebro son las células neuronales. Así, la expresión de LGI1 observada 
en los tumores primarios provendría realmente de células neuronales 
“contaminantes” atrapadas en el tumor  y la disminución progresiva de 
expresión paralela al grado de evolución del glioma sería consecuencia 
de la pérdida o desplazamiento de estas neuronas a favor de las células 
tumorales que, al ser derivadas de la glía, expresarían niveles muy 
bajos o nulos de LGI1. A partir de células madre embrionarias 
diferenciadas in vitro hasta un estado pan-neural a las que se puede 
someter a un proceso de cultivo variando las condiciones y la presencia 
de factores de crecimiento logrando una diferenciación inicial a un 
fenotipo neuronal y más tarde a fenotipo glial (astroglía y 
oligondendroglía), encontraron una expresión de LGI1 más de 18 veces 
mayor en los estadíos neuronales que en los gliales. Además, estudiaron 
por RT-PCR la correlación existente entre la expresión del marcador 
neuronal NEF3 y la expresión de LGI1 en 30 muestras de gliomas 
malignos encontrando correlación significativa entre los dos 
marcadores, apoyando la teoría de que la expresión de LGI1 observada 
en los tumores se debe en realidad a la presencia de neuronas (Piepoli 
et al., 2006). 
Otra aproximación experimental para el estudio de los genes 
supresores de tumores es la re-expresión forzada del gen en células 
tumorales que han perdido la expresión. En caso de tratarse de un gen 
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supresor de tumores, la re-expresión del gen debería reducir el fenotipo 
tumoral disminuyendo la proliferación y/o la capacidad invasiva de las 
células. Aplicando este sistema a LGI1 también se han encontrado 
resultados variables e incluso contradictorios.  
Krex y colaboradores estudiaron el efecto de la reintroducción 
forzada de LGI1 en dos líneas de glioblastoma con niveles reducidos y 
en dos líneas con niveles no detectables del gen endógeno. Utilizaron un 
casete de expresión constituido por  la ORF de LGI1 seguida de una 
secuencia de reconocimiento IRES y la Proteína Fluorescente Verde 
(GFP), de manera que asumieron expresión positiva de LGI1 exógeno en 
las células positivas para GFP. Ninguna de las 4 líneas infectadas 
mostró diferencias significativas en la capacidad proliferativa, el número 
de células en fase S del ciclo celular o la migración al comparar con 
células expresando una construcción control GFP (Krex et al., 2002). 
Un año más tarde, el grupo de Cowell utilizó una estrategia 
similar obteniendo líneas celulares transfectadas de forma estable con 
una construcción de LGI1 fusionada a un epítopo Flag a partir de líneas 
de glioblastoma con niveles detectables de LGI1 endógeno (U87) o 
niveles nulos (T98G y A172). Mediante esta estrategia obtuvieron líneas 
capaces de expresar la quimera LGI1-Flag a distintos niveles y 
evaluaron la tasa de proliferación y la capacidad invasiva de esta 
células (Kunapuli et al., 2003). 
En estos experimentos las líneas estables provenientes de células 
sin expresión de LGI1 endógeno (T98G y A172) mostraron una tasa de 
proliferación reducida en comparación con las células estables 
obtenidas a partir de la línea U87 que sí presenta expresión endógena 
de LGI1. Por otra parte, encontraron prácticamente abolida la 
capacidad invasiva en las líneas estables de T98G y A172 al realizar 
estudios de migración a través de una matriz de BD Matrigel y ensayos 
de formación de colonias en soft-agar. Además, observaron que la 
reducción se asociaba al nivel de expresión del LGI1 exógeno siendo 




Para tratar de averiguar los mecanismos moleculares 
responsables de este efecto compararon, mediante el uso de 
micromatrices de análisis de la expresión génica, los patrones de 
expresión a nivel global de células T98G control y T98G forzadas a 
expresar LGI1 de manera exógena. Como consecuencia de la re-
expresión de LGI1 se observó una expresión disminuida de genes 
relacionados con la matriz extracelular y de genes de la familia de las 
Metaloproteasas de Matriz Extracelular (MMPs), en concreto MMP1 y 
MMP3. Estas proteínas están estructural y funcionalmente relacionadas 
con las endopeptidasas dependientes de zinc que incluyen cuatro 
subfamilias: colagenasas, gelatinasas, estromelisinas y metaloproteasas 
transmembrana y son proteínas que se secretan al medio en forma de 
pro-MMPs activándose posteriormente por corte proteolítico. Además, se 
ha sugerido que estas proteínas pueden estar implicadas en el proceso 
de invasión de los gliomas, lo cuales requieren de la degradación de la 
matriz extracelular para poder filtrarse e invadir los tejidos 
circundantes. 
Dado que se conocía que la expresión de MMP1 y MMP3 está 
regulada por quinasas reguladas por señales extracelulares, en concreto 
por las rutas de MAPK ERK1/2 y p38, Kunapuli y colaboradores 
analizaron el estado de activación de estas rutas en las células T98G 
transfectadas con LGI1 encontrando una reducción en los niveles de 
fosforilación de ERK1/2 pero no en los de p38 en estas células 
comparando con las células control.  
Con los datos recogidos en este trabajo, el grupo de Cowell 
propuso que la reintroducción de LGI1 en células T98G promueve la 
fosforilación de AKT mediada por la PI3-quinasa lo que inhibe la casada 
de MAPK Raf-MEK-ERK1/2 reduciendo en última instancia la expresión 
de las MMPs (Figura 8). Estos resultados apoyarían el papel de LGI1 
como gen supresor de tumores o más bien como gen supresor de la 
metástasis  ya que su inactivación en células de glioblastoma eliminaría 
la inhibición sobre la producción de Metaloproteasas de Matriz 
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Extracelular implicadas en la elevada capacidad invasiva de los 
glioblastomas de alto grado (Kunapuli et al., 2004).  
 
Las mismas aproximaciones experimentales llevadas a cabo por el 
grupo de Steinlein aportan resultados similares mostrando que la 
reintroducción exógena de LGI1 en células de la línea de glioblastoma 
U87 (en la que previamente comprobaron ausencia de expresión de 
LGI1 endógeno) reduce su capacidad para formar clones y su habilidad 
para migrar en ensayos con MatriGel. Además, para caracterizar este 
efecto in vivo inocularon subcutáneamente un número controlado de 
células U87-LGI1 y U87 control en ratones CD1 nude. Treinta días más 
tarde el peso de los tumores generados por las células U87-LGI1 fue el 
45% de los generados por las células control, comprobando que la 
expresión de LGI1 reduce la agresividad del tumor. Sus estudios 
globales de expresión comparando las líneas U87-LGI1 y control 
mediante micromatrices de análisis de la expresión génica también 
apuntan a una función relacionada con las interacciones célula-matriz 
extracelular ya que, en respuesta a la re-expresión exógena de LGI1, 







Figura 8: Modelo del efecto de la expresión forzada de LGI1 
en líneas celulares de glioblastoma según (Kunapuli et al., 
2004).  
La expresión forzada de LGI1 en células de glioblastoma sin 
expresión endógena de LGI1, promueve la fosforilación de AKT lo 
que podría conducir a la fosforilación de Raf-1Ser259. Éste último 
podría inhibir la fosforilación de ERK1/2 causando la supresión 
de las metaloproteasas de matriz extracelular MMP1 y MMP3. 




regulador negativo de la invasividad tumoral y que se ha asociado a la 
inhibición de la expresión de MMP3 (Piepoli et al., 2006).  
Así, en términos generales los resultados de este grupo 
corroboran las observaciones del grupo de Cowell (Kunapuli et al., 
2003; Kunapuli et al., 2004), aunque proponen que los resultados 
observados en las células de glioblastoma no son más que un reflejo de 
la naturaleza de la función de LGI1 en los procesos de migración celular 
y que esta función de LGI1 se llevaría a cabo, no en células gliales, sino 










Una vez identificado LGI1 como gen causante del fenotipo ADLTE, 
al menos en las familias estudiadas, nuestro siguiente objetivo se centró 
en la caracterización de este gen y la proteína para la que codifica, con 
el fin de obtener datos de su función y el posible mecanismo por el cuál 
mutaciones en este gen producen ADLTE. 
Teniendo en cuenta la escasa información de la que se disponía 
en ese momento, nos planteamos el siguiente objetivo: 
 
 
2.- Estudiar LGI1 desde el punto de vista proteómico, analizando 
su arquitectura de dominios y su patrón de expresión e identificando 









2.3.1 Identificación de una variante de procesamiento 
alternativo. 
Para poder clonar la región codificante del mRNA de LGI1 (ORF), 
se diseñaron cebadores que abarcaran la secuencia contenida entre el 
codón de inicio de la traducción (ATG a 225 pb del inicio del exón 1) y el 
codón de parada (TGA a 834 pb del inicio del exón 8). Según la 
estructura genómica descrita (Chernova et al., 1998; Somerville et al., 
2000) mediante estos cebadores se obtendría un fragmento de 1674 pb. 
Estos cebadores se utilizaron para rastrear por PCR una librería 
de cDNA humano obteniéndose dos poblaciones de cDNAs: una de 
1,6kb y otra de 1,3kb. Las dos bandas se aislaron por separado y se 
analizaron por secuenciación directa. 
El resultado de la secuenciación reveló que la banda de 1,6kb 
correspondía al cDNA completo de LGI1 con los 8 exones que habían 
sido originalmente descritos. Por otra parte, el cDNA de 1,3kb resultó 
ser una variante de LGI1 en la cual el intrón 7 había sufrido un 
procesamiento alternativo debido a la utilización de un sitio aceptor 
críptico situado en el interior del exón 8. Como resultado esta isoforma 
sufre una deleción de las primeras 782pb del exón 8. El ensamblaje del 
exón 7 con el exón 8 restante produce un cambio en la pauta de lectura 
del cDNA introduciendo un codón de parada prematuro (Figura 9A).  
En caso de ser traducida, esta isoforma consistiría en 291 
aminoácidos siendo los últimos 12 específicos de esta forma procesada 
(Figura 9B). 
Esta forma de procesamiento alternativo no había sido descrita 









2.3.2 Arquitectura de dominios de la proteína LGI1. 
Mediante la herramienta informática SMART (Schultz et al., 1998; 
Schultz et al., 2000) (disponible en http://smart.embl-heidelberg.de) se 
realizó un análisis de la secuencia proteica de LGI1 con el fin de 
identificar dominios conservados.  
En la región N-term, el programa predijo los dominios que 
previamente habían sido descritos (Chernova et al., 1998): 
 
 
GGC ACATCCACTG...TGCTTCCAGT TTTAAGGGAA...  ... GACAA CATTACA










resto del exón 8
GGC ACATCCACTG...TGCTTCCAGT TTTAAGGGAA...  ... GACAA CATTACA
exón 7
gtatgaaaag....cttttcccag














































































 Figura 9: Procesamiento alternativo de LGI1. 
LGI1 sufre un procesamiento alternativo dando lugar a dos isoformas de distinto 
tamaño. A) Procesado alternativo en el intrón 7 mediante el uso de un sitio 
críptico situado 782 pb dentro del exón 8. B) Representación de las dos 
isoformas de LGI1. En caso de ser traducida la isoforma generada por 
procesamiento alternativo estaría formada por 291 aminoácidos, 12 de los 





- 1 Péptido Señal (aminoácidos 1-34) 
- 3 Repeticiones Ricas en Leucina (LRRs) en tandem 
(aminoácidos 90-113, 114-137, 138-161) 
- 2 Regiones ricas en Cisteína flanqueando las LRRs (N-
term: aminoácidos 41-71 y C-term: aminoácidos 173-
222). 
En la región C-term tan sólo se había descrito previamente la 
existencia de un posible dominio transmembrana (aminoácidos 288 a 
309) que supuestamente atravesaría la membrana plasmática una sola 
vez orientando el extremo N-term de la proteína hacia el exterior celular. 
En nuestro análisis, la predicción de dominios transmembrana con el 
programa TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM) resultó 
negativa. 
Sin embargo, analizando la región C-term mediante la 
herramienta PROSPERO de SMART , se identificaron dos copias de una 
repetición interna de 136 y 130 aminoácidos respectivamente en 
posiciones 226-326 y 420-549. En la Figura 10 se representa la 
arquitectura de dominios propuesta incluyendo estas dos nuevas 






Para comprobar si esta repetición era una característica 
estructural exclusiva de LGI1 o si por el contrario se encontraba 
presente en otras proteínas, se utilizó la secuencia de estas repeticiones 
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Figura 10: Arquitectura de dominios de LGI1 propuesta en este trabajo.  
En la región N-term: 1 Péptido Señal, 3 Repeticiones Ricas en Leucina (LRRs) 
flanqueadas por dominios ricos en Cisteína (Cys). En la región C-term dos 
repeticiones internas no descritas hasta ese momento.  
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como sonda virtual y mediante ‘Advanced BLAST2 Search Service” 
(http://dove.embl-heidelberg.de/Blast2/) se identificó un potencial 
parálogo de LGI1 llamado KIAA1916 (GeneBank AB067503) situado en 
el cromosoma 4p15.1. La organización genómica de este nuevo parálogo 
se analizó mediante las secuencias de ESTs disponibles (página web de 
Golden Path http://genome.ucsc.edu). El gen KIAA1916 estaría 
codificado en 8 exones codificando para un polipéptido de 545 
aminoácidos con una arquitectura de dominios muy similar a la de 
LGI1 (Figura 11). A nivel de proteína ambos muestran un 57% de 
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LGI1-Rep1 226   FAKSQDLPYQSLSIDTFSYLNDEYVVIAQPFTGKCIFLEWDHVEKTFRNYDNITGTSTVV 285
F   Q LPYQS+S+DTF+  ND YV IAQP C+ LEWDH+E  FR+YDNITG S V 
KIAA-Rep1 220   FVVHQTLPYQSVSVDTFNSKNDVYVAIAQPSMENCMVLEWDHIEMNFRSYDNITGQSIVG 280
LGI1-Rep1 286   CKPIVIETQLYVIVAQLFGGSHIYKRDSFANKFIKIQDIEI 326
CK I+I  Q++V+VAQLFGGSHIYK D    KF+K QDIE+
KIAA-Rep1 281 CKAILIDDQVFVVVAQLFGGSHIYKYDESWTKFVKFQDIEV  321
LGI1-Rep2 420   FTNQTDIPNMEDVYAVKHFSVKGDVYICLTRFIGDSKVMKWGGSSFQDIQRMPSRGSMVF 479
F    DIPNMEDV AVK F ++  +Y+ LTRFIGDS+VM+W    F +IQ +PSRG+M  
KIAA-Rep2 408   FVPHGDIPNMEDVLAVKSFRMQNTLYLSLTRFIGDSRVMRWNSKQFVEIQALPSRGAMTL 467
LGI1-Rep2 480   QPLQINNYQYAILGSDYSFTQVYNWDAEKAKFVKFQELNV 519   
QP +  Y  LGSDYSF+Q+Y WD EK F KF+E+ V
KIAA-Rep2 468   QPFSFKDNHYLALGSDYTFSQIYQWDKEKQLFKKFKEIYV 507  
Figura 11: LGI1 tiene un parálogo descrito en las bases de datos como 
KIAA1916. A) Representación de la arquitectura de dominios de los dos 
parálogos. B) Alineamiento de las secuencias de las repeticiones encontradas en 





2.3.3 Patrón de expresión de la proteína LGI1. 
Para poder estudiar LGI1 a nivel proteico, se generaron 
anticuerpos policlonales en conejo inyectando péptidos sintéticos 
conjugados a KLH específicos de regiones de la proteína conservadas 
entre humano y ratón (Figura 12). El suero proveniente de la última 
sangría de los conejos fue purificado mediante columnas de proteína A 
tal como se indica en el apartado 6.2.4.3 de material y métodos.  
 
- P01C258 y P01C259: Péptido dirigido al extremo N-term 
de la proteína (aminoácidos 200-220) inyectado en dos 
conejos diferentes. 
- P03C262 y P03C263: Péptido dirigido al extremo C-term 





Estos anticuerpos se utilizaron para estudiar el patrón de 
expresión de LGI1 en el cerebro mediante inmunohistoquímica sobre 
secciones de vibratomo de cerebro de ratón adulto fijado con 



























Figura 12: Anticuerpos policlonales anti-LGI1.  
Posiciones de los péptidos utilizados para la inmunización y producción de los 
anticuerpos policlonales anti-LGI1 P01C258-P01C259 (región N-term) y 
P03C262-P03C263 (región C-term). 
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- Expresión eminentemente neuronal  y distribuida por 
todas las regiones cerebrales (Figura 13A).  
 
- A nivel del córtex se encontraron neuronas marcadas a 
lo largo de todas las capas (I-VI) (Figura 13B, Figura 14) 
 
- Las zonas de marcaje más evidente fueron las neuronas 
piramidales del hipocampo, el giro dentado, y el córtex 
piriforme, debido probablemente a un mayor tamaño 
celular y/o a una mayor densidad de células (Figura 
13A). 
 
- La observación del patrón en el hipocampo sugiere que el 
marcaje corresponde principalmente a neuronas de 
proyección, ya que muy pocas interneuronas de las 
presentes en el estrato molecular del hipocampo se 
encuentran teñidas (Figura 14A, C, E). 
 
- A nivel de célula individual se observa marcaje 
citoplasmático encontrándose marcado tanto el soma 
como los procesos neuronales lo cual se hace muy 
patente al observar las dendritas de las neuronas 
piramidales del hipocampo y las fibras musgosas que 
conectan el giro dentado y las células de la región CA3. 
(Figura 14A, B, D) 
 
- En el neuropilo se observa un patrón de marcaje 
punteado semejante al que se encuentra en las proteínas 





















Figura 13: Expresión de LGI1 por inmunohistoquímica sobre cerebro de 
ratón. A) Visión general en corte coronal donde se aprecia la expresión de LGI1 
distribuida por todas las regiones B) Expresión de LGI1 en todas las capas del 
córtex (I-VI). Ambas imágenes con anti-LGI1 P01C258. (C-D) Detalles de las 











Figura 14: Expresión de LGI1 en el hipocampo. 
Inmunohistoquímica sobre cerebro de ratón con el anticuerpo P01C258. Se 
observa un marcaje intenso de las células piramidales (D-F) Además de los 
cuerpos neuronales se puede ver marcaje en los procesos (A, C, E) lo que se 
pone de manifiesto en el fuerte marcaje en las fibras musgosas  (B, D) 
Destaca el escaso marcaje en las interneuronas presentes en el estrato 







Los ensayos de inmunocitoquímica sobre cultivos primarios de 
neuronas corticales de ratón realizando co-marcaje con MAP2 que 
marca el esqueleto celular muestran un patrón punteado para LGI1 
distribuido a lo largo del soma y fundamentalmente en los axones y 








Figura 15: Marcaje punteado en el neuropilo.  
El marcaje con P01C258 muestra un marcaje punteado que sugiere la tinción 






Figura 16: Inmunocitoquímica sobre cultivos primarios de neuronas 
corticales de ratón.  
En azul marcaje nuclear con DAPI. En verde marcaje con anti-MAP2 + 
secundario conjugado a Cy3. En rojo marcaje con PC0258 + secundario 
conjugado a Cy2. El anticuerpo anti-LGI1 marca las neuronas con un patrón 




La especificidad del patrón observado por inmunohistoquímica se 
comprobó preadsorbiendo el anticuerpo con un exceso del péptido 






Figura 17: Comprobación de la especificidad de los anticuerpos anti-
LGI1. Inmunohistoquímica sobre cerebro de ratón preadsorbiendo el 
anticuerpo P01C258 (A,C) o P03C262 (B,D) con un exceso del 
péptido contra el que se generó. Se observa la ausencia de marcaje 
en distintas regiones (A-D) Inmunocitoquímica sobre células COS7 
trasfectadas con la proteína LGI1-GFP. Se observa la colocalización 
por microscopía confocal (color amarillo) de la señal verde (LGI-GFP) 
y la señal roja proveniente de P01C258 utilizando un anticuerpo 






figura 17 (A-D) se observa la pérdida total de señal. Sin embargo, 
ninguno de los anticuerpos generados fue capaz de detectar la proteína 
LGI1 mediante Western blot, ni sobre extractos totales de cerebro de 
ratón ni sobre lisados de células eucariotas o procariotas forzadas a 
sobreexpresar LGI1 de manera exógena. Debido a esto, se utilizó una 
aproximación alternativa para determinar si la proteína reconocida por 
los anticuepos correspondía realmente a LGI1. Para ello se realizaron 
ensayos de inmunocitoquímica sobre células COS7 transfectadas con 
una fusión de LGI1 a la proteína fluorescente verde (GFP), comprobando 
por microscopía confocal la colocalización (señal amarilla) del patrón de 
expresión de la proteína de fusión (señal verde) con el marcaje del 
anticuerpo anti-LGI1 (señal roja) (Figura 17 E,F). 
 
2.3.4 Búsqueda de proteínas de interacción con LGI1 
mediante la técnica del Doble Híbrido en levadura. 
La técnica del Doble Híbrido en levadura permite identificar 
proteínas capaces de interaccionar físicamente con la proteína de 
estudio que se utiliza como cebo. Las interacciones resultantes reflejan 
en muchos casos una compatibilidad estructural sin relevancia 
fisiológica. Sin embargo, en algunos casos, la información disponible 
sobre estas potenciales interacciones puede aportar datos sobre la 
función de la proteína de estudio implicándola en rutas metabólicas y/o 
funciones celulares conocidas. 
Dado que no se disponía de ningún dato directo sobre la función 
de LGI1 o de proteínas con las que fuera capaz de interaccionar, se 
realizó un rastreo por Doble Híbrido en la levadura AH109 utilizando 
LGI1 como cebo de una librería de cDNA de cerebro humano adulto en 
la cual los cDNAs se encontraban fusionados al dominio de activación 
del factor de transcripción de levadura Gal4 (GAD). 
Inicialmente se decidió utilizar como cebo la secuencia proteica 
completa de LGI1 madura, es decir tras el corte del Péptido Señal 
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(aminoácidos 36-557) fusionando el dominio de unión del factor de 
transcripción de levadura Gal4 (GBD) al extremo N-term (GBD-LGI1).  
Para realizar el cribado de clones obtenidos de la genoteca y 
descartar los falsos positivos (colonias en las que la activación del factor 
de transcripción Gal4 y por tanto de los genes de selección regulados 
por él, se produce por razones diferentes de la proximidad física de los 
dominios de activación (GAD) y unión (GBD) debida a la interacción 
entre cebo y presa), se sometió a cada una de las colonias resultantes a 
un proceso de selección secuencial de manera que, para ser 
considerada como positiva debía cumplir las siguientes condiciones: 
 
- Ser capaz de crecer en medio selectivo en ausencia de 
Histidina (marcador auxotrófico de selección controlado 
por el factor de transcripción Gal4). 
- Contener actividad enzimática β-galactosidasa (gen 
controlado por Gal4) detectable en presencia de sustrato 
cromogénico X-Gal. 
- Una vez aislado el plásmido correspondiente al clon de la 
genoteca y reintroducido en un cultivo nuevo de 
levadura demostrar: 
 Mantenimiento de la actividad enzimática β-
galactosidasa en presencia del cebo. 
 Incapacidad para activar el gen de la β-
galactosidasa por sí mismo en ausencia del 
cebo. 
 
Con estos criterios y tras comprobar que el cebo GBD-LGI1 no era 
capaz de activar los genes regulados por Gal4 por sí mismo se realizó 
un primer rastreo de la genoteca obteniéndose los resultados que se 











nº col. en medio 
sin His 
nº col. con 
actividad β-gal 
nº col. con 
β-gal 
no autoactivante 
901000 80 7 1 
col.: colonias de levadura, β-gal: β-galactosidasa, dado que esta tabla se refiere a clones 
obtenidos del rastreo, las levaduras son portadoras del plásmido cebo y del plásmido presa, 
por lo que el “medio sin His” es en realidad SC (-Leu/-Trp/-His). 
 
 
La identificación del clon positivo (tabla 13) se realizó mediante 
secuenciación directa, utilizando un cebador específico del plásmido 
pACT2, y comparación con las bases de datos disponibles utilizando la 
herramienta BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). 
 
Tabla 13: Clones obtenidos en el rastreo con el cebo GBD-LGI1. 
Nº(*) nº entrada GeneBank Símbolo gen Loc. 
1 NM_005493.2 RANBP9 Ran-binding protein 9 6p23 
(*): número de veces en los que el gen fue recuperado de manera independiente de la genoteca. Loc: 
localización cromosómica. 
 
La estructura de dominios de LGI1 muestra dos regiones 
claramente diferenciadas (región N-term con los dominios LRRs 
flanqueados por secuencias ricas en Cisteína y región C-term con las 
dos repeticiones internas). El dominio de repeticiones ricas en Leucina 
se ha descrito comúnmente como un dominio implicado en 
interacciones proteína a proteína por lo que, para tratar de ampliar el 
número de resultados positivos obtenidos de la genoteca, se decidió a 
continuación utilizar esta región (aminoácidos 36-266) fusionando el 
dominio de unión de Gal4 (GBD) en N-term como cebo para realizar un 
nuevo rastreo de la genoteca. En la tabla 14 se muestran los resultados 
totales del rastreo.   
 




nº col. en medio 
sin Histidina 
nº col. con 
actividad β-gal 
nº col. con 
actividad β-gal 
no autoactivante 
1643800 313 67 27 





Del mismo modo que en el rastreo con la proteína completa se 
identificaron los clones mediante secuenciación directa y BLAST. En la 
siguiente tabla se muestran los resultados ordenados por el número de 
veces en que clones correspondientes al mismo gen se recuperaron de la 
genoteca.  
Tabla 15: Clones obtenidos en el rastreo con el cebo GBD-LGI1Nt. 
Nº(*) nº entrada GeneBank Símbolo gen Loc. 
3 BC008182 DNAJA1 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily A, member 1 9p12-p12 
2 NM_002373 MAP1A microtubule associated protein 1A 15q13-qter 
2 NM_005493.2 RANBP9 Ran-binding protein 9 6p23 
1 NM_000034 ALDOA aldolase A, fructose bisphosphate 16q22-24 
1 NM_145804.1 ABTB2 ankyrin repeat & BTB (POZ) domain containing 2 11p13 
1 BX072579  gen desconocido en clon RP11-199F6 13 
1 NM_007034 DNAJB4 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 4 1p31.1 
1 NM_006244 PPP2R5B 
protein phosphatase 2, regulatory subunit (B56) beta 
isoform 
11q12-q13 
1 NM_014287 NOMO1 NODAL modulator 16p13.11 
1 NM_139048.1 SMARCA3 
SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent 
regulator of chromatin, subfamily a, member 3 
3q25.1-q26.1 
1 Z68873  gen desconocido en clon LL0XNC01-209G1 X 
1 NM_003977.1 AIP aryl hydrocarbon receptor interacting protein 11q13.3 
1 NM_001967.2 ATP50 
ATP synthase H+ transporting mitochondrial F1 
complex O subunit (oligomycin sensitivity conferring 
protein) 
21q22.11 
1 NM_004309.3 ARHGDIA RhoGDP dissociation inhibitor (GDI) alpha 17q25.3 
1 NM_024165.1 PHF1 PHD finger protein 1 6p21.3 
1 NM_014458.3 KLHL20 Kelch-like 20 1p24.1-q24.3 
1 NM_023004.5 RTN4R Reticulon 4 receptor  22q11.21 
1 NM_001402.5 EEF1A1 eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1 6q14.1 
1 NM_139239.1 TA-NFKBH Tcell activation NFkB-like protein 19q13.12 
1 BC063142.1 MXRA6 matrix-remodelling associated 6 2 
(*): número de veces en los que el gen fue recuperado de manera independiente de la genoteca. Loc: localización 
cromosómica. 
 
2.3.5 Comprobación de las interacciones obtenidas. 
Una vez obtenida una lista de proteínas potencialmente capaces 
de interaccionar con LGI1 se procedió a comprobar dichas interacciones 
mediante técnicas que in vitro demostraran una verdadera  interacción 
física entre las proteínas. 
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El producto génico que más veces se recuperó de la genoteca 
correspondió a DNAJA1 que se trata de un homólogo de la proteína de 
choque térmico Hsp40. Estas proteínas de tipo carabina molecular se 
encuentran entre los falsos positivos más frecuentes obtenidos en 
estudios de Doble Híbrido por lo que se decidió no continuar con su 
caracterización. Del resto de clones obtenidos se procedió a la 
caracterización de los siguientes: 
 
2.3.5.1 MAP1A (LC2). 
MAP1A que había sido rescatado de la genoteca en dos ocasiones 
durante el rastreo efectuado con el cebo correspondiente al dominio de 
repeticiones ricas en Leucina de LGI1. El gen MAP1A codifica para un 
mensajero en el cual se encuentran contenidas tanto la cadena pesada 
como la ligera de esta proteína (Langkopf et al., 1992). Una vez 
traducido, este polipéptido sufre un procesamiento proteolítico que 
genera las dos cadenas maduras: la cadena pesada (denominada 
MAP1A) y la cadena ligera (denominada LC2).  
Los dos clones obtenidos de la genoteca correspondían a la región 
del mensajero codificante para la cadena ligera LC2, así que la 
secuencia completa de esta cadena ligera (aminoácidos 2579 a 2805 del 
polipéptido) se clonó en el vector de expresión en levadura pWS93 que 
fusiona tres epítopos HA en el extremo N-term (HA-LC2). 
Para comprobar la interacción física de LC2 con LGI1 se realizó 
un ensayo de arrastre o “pull-down” utilizando una construcción de 
LGI1 clonada en pEG-GST que fusiona la etiqueta GST en el extremo N-
term (pEGGST·LGI1-PS). En la figura 18 se observa que la proteína HA-
LC2 interaccionó robustamente tanto con GST-LGI1 como con el control 
expresando únicamente GST lo que impide obtener resultados 









Para descartar posibles problemas técnicos y comprobar que 
efectivamente se trataba de una interacción entre LC2 y GST se realizó 
una co-inmunoprecipitación coexpresando las proteínas HA-LC2 y 
LGI1-GST en la misma levadura y utilizando un anticuerpo monoclonal 
dirigido contra HA. En la figura 19 se observa que la interacción no se 
debe a una unión inespecífica de GST a la matriz de Agarosa-proteína A 
o al anticuerpo sino que GST es capaz de interaccionar con LC2.  
 
Debido a que mediante las etiquetas utilizadas hasta el momento 
era imposible confirmar la interacción entre LGI1 y LC2 se decidió 
desechar el sistema basado en GST empleando etiquetas diferentes para 
inmunoprecipitar y detectar LGI1. Para ello se clonó la secuencia 





























Figura 18: Ensayo de arrastre 
entre GST-LGI1 y HA-LC2.  
Las proteínas de fusión se 
cotransfectaron en la levadura 
FY250. Panel superior: GST-LGI1 
o GST capturados  (PD) por la 
matriz de Sepharose-Glutatión 
(GSH). Panel central: Resultado 
del arrastre. Se observa que HA-
LC2 se “arrastra” junto a GST-LGI1 
y también junto a GST.  
Panel inferior: Extractos crudos 
en los que se puede ver la 
expresión de HA-LC2 en ambas 
reacciones. 
ID: Anticuerpo utilizado para la 









Myc-LGI1 y LC2-HA se coexpresaron en la misma levadura 
utilizándose un anticuerpo anti-Myc para la inmunoprecipitación. 
A pesar de que se observa una cierta unión inespecífica residual 
de LC2-HA bien a la matriz de Agarosa-Proteína A o al anticuerpo, se 
puede ver en la figura 20 que Myc-LGI1 es capaz de coinmunoprecipitar 

































Figura 19: Ensayo de Co-
inmunoprecipitación entre  HA-
LC2 y GST-LGI1.  
Las proteínas de fusión se co-
transfectaron en la levadura 
FY250. Panel superior: Niveles de 
HA-LC2 inmunoprecipitados con 
anti-HA. La banda de mayor 
tamaño corresponde a la cadena 
pesada del anti-HA detectada por el 
anticuerpo secundario anti-ratón.  
Panel central: Resultado de la 
coinmunoprecipitación. Se observa  
que tanto GST como GST-LGI1  
interaccionan con HA-LC2. Panel 
inferior: Extractos crudos en los 
que se puede ver la expresión de 
GST-LGI1 y GST. 
ID: Anticuerpo utilizado para la 







Durante el rastreo de la genoteca se logró recuperar dos clones 
que contenían la secuencia completa del cDNA de la Proteína de Unión 
a Ran 9. Esta proteína se había implicado en la reorganización del 
citoesqueleto durante el ciclo celular. El cDNA completo se clonó en el 
vector de expresión en levaduras utilizado en los experimentos 
anteriores logrando una proteína de fusión con 3 epítopos HA en el 
extremo N-term. Además de comprobar la interacción de HA-RanBP9 
con Myc-LGI1 completa (cpt), se determinó el dominio responsable de la 
interacción con RanBP9 generando construcciones correspondientes a 
los dominios N-term (conteniendo las repeticiones ricas en Leucina y los 
dominios flanqueantes) y C-term (conteniendo las repeticiones descritas 
anteriormente) fusionadas al epítopo Myc. 
En estos experimentos la coinmunoprecipitación se realizó 

























Figura 20: Ensayo de Co-
inmunoprecipitación entre  Myc-
LGI1 y HA-LC2. 
Las proteínas de fusión se co-
transfectaron en la levadura 
FY250. Panel superior: Niveles de 
Myc-LGI1 inmunoprecipitados con 
anti-Myc. Panel central: Resultado 
de la coinmunoprecipitación. A 
pesar de que existe una cierta 
unión inespecífica de HA-LC2 a la 
matriz de Agarosa-Proteína A, se 
puede ver la interacción positiva 
entre Myc-LGI1 y HA-LC2. Panel 
inferior: Extractos crudos en los 
que se muestra la expresión de HA-
LC2. 
ID: Anticuerpo utilizado para la 




HA-RanBP9 mezclando en el momento de la coinmunoprecipitación 
cantidades equivalentes de extracto crudo en presencia de anticuerpo 
anti-Myc conjugado a la matriz de Agarosa-proteína A. 
En el resultado que se muestra en la figura 21 se observa que la 
proteína HA-RanBP9 se pega de manera inespecífica en el control 
negativo (carrera 1) a la matriz de agarosa o al anticuerpo. Dado que las 
diferencias en la cantidad de HA-RanBP9 coinmunorecipitada entre el 
control negativo o las distintas versiones de Myc-LGI1 no parecen 
significativas, la interacción parece negativa, pero este resultado no se 






























Figura 21: Ensayo de Co-inmunoprecipitación entre  
Myc-LGI1 y HA-RanBP9. 
Las proteínas de fusión se transfectaron en distintas 
levaduras FY250 mezclando cantidades iguales del 
extracto crudo para el ensayo. Se utilizaron 3 versiones 
de LGI1: completa (cpt), dominio N-term (Nt) y dominio 
C-term (Ct). Panel superior: Niveles de los distintos 
Myc-LGI1 inmunoprecipitados con anti-Myc.  
Panel inferior (izquierda): Resultado de la 
coinmunoprecipitación. Se puede ver unión en todas las 
carreras incluido el control negativo, lo que imposibilita 
obtener resultados de la interacción Panel inferior 
(derecha): Comprobación de la expresión de HA-RanBP9 
en el extracto crudo (EC). 
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2.3.5.3 RhoGDI, NgR y proteínas relacionadas. 
El resto de clones positivos obtenidos en el rastreo tan sólo se 
recuperaron una vez, con lo que, en principio no había un criterio claro 
para establecer su relevancia. Por esta razón se procedió a realizar un 
estudio bibliográfico de cada uno de ellos, tratando de identificar 
aquéllos que pudieran estar implicados en funciones celulares o rutas 
metabólicas potencialmente interesantes.  
De este modo resaltan en el listado de positivos el inhibidor de la 
activación de la pequeña GTPasa Rho (RhoGDI) y el receptor Reticulón 4 
(RTN4R) comúnmente conocido como el receptor de Nogo (NgR), ambas 
proteínas implicadas directamente en el proceso de inhibición del 


























Figura 22: Ensayo de Co-inmunoprecipitación entre  
Myc-LGI1 y HA-RhoGDI. 
Las proteínas de fusión se transfectaron en distintas 
levaduras FY250 mezclando cantidades iguales del 
extracto crudo para el ensayo. Se utilizaron 3 versiones 
de LGI1: completa (cpt), dominio N-term (Nt) y dominio 
C-term (Ct). Panel superior: Niveles de los distintos 
Myc-LGI1 inmunoprecipitados con anti-Myc.  
Panel inferior (izquierda): Resultado de la 
coinmunoprecipitación. Se puede ver el resultado 
positivo, siendo la unión más intensa con LGI1 cpt y Nt. 
Panel inferior (derecha): Comprobación de la expresión 
de HA-RhoGDI en el extracto crudo (EC). 





Para comprobar la interacción física con LGI1 se utilizó el mismo 
sistema empleado con RanBP9 fusionando 3 HA en N-term de RhoGDI y 
comprobando la interacción por coinmunoprecipitación frente a LGI1 
completa y cada dominio por separado fusionados a Myc. En la figura 
22 se muestra que existe una interacción positiva entre ambas 
proteínas que parece estar mediada principalmente por el dominio N-
term de LGI1.  
La interacción física entre LGI1 y NgR no pudo ser comprobada ya 
que fue imposible clonar el cDNA completo del gen a partir de una 
genoteca de cDNA de cerebro humano adulto y los clones aislados en el 


























Figura 23: Ensayo de Co-inmunoprecipitación entre  
Myc-LGI1 y HA-p75NTR. 
Proteínas de fusión transfectadas independientemente 
en FY250 mezclando cantidades iguales del extracto 
crudo para el ensayo. Tres versiones de LGI1: completa 
(cpt), dominio N-term (Nt) y dominio C-term (Ct). Panel 
superior: Niveles de los distintos Myc-LGI1 
inmunoprecipitados con anti-Myc. Panel inferior 
(izquierda): Resultado de la coinmunoprecipitación. 
Aunque existe unión inespecífica, las bandas más 
intensas en las carreras con LGI1cpt y LGI1Nt sugieren 
un resultado positivo. Panel inferior (derecha): 
Comprobación de la expresión de HA-p75NTR en el 
extracto crudo (EC). ID: Anticuerpo utilizado para la 
inmunodetección en el Western blot. 
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Sin embargo, aunque no se trataba de un positivo obtenido por 
doble híbrido, se decidió clonar y comprobar la interacción de LGI1 con 
el receptor de neurotrofinas p75NTR, que interacciona físicamente tanto 
con NgR como con RhoGDI y es una molécula clave en el proceso de 
inhibición mediada por la mielina. 
 
El resultado del experimento de coinmunoprecipitación que se 
muestra en la figura 23 aporta evidencias de la posible interacción de 
LGI1 con p75NTR mediada por el dominio N-term de LGI1 a pesar de que 











3. CAPÍTULO 3. 
3.1 Introducción. 
3.1.1 La inhibición de la regeneración neuronal en el 
sistema nervioso central (SNC) adulto de mamíferos. 
Las redes de conexión neuronal en el sistema nervioso se forman 
gracias a la extraordinaria capacidad de los axones para localizar y 
reconocer a sus dianas sinápticas. Para ello, durante el desarrollo 
embrionario los axones y dendritas desarrollan una estructura 
altamente especializada con gran capacidad motriz y capaz de reconocer 
con alta sensibilidad las señales del ambiente que le rodea: el cono de 
crecimiento. Estas señales extracelulares conocidas como factores guía 
son capaces bien de atraer o bien de repeler al cono de crecimiento de 
axones y dendritas y son capaces de operar tanto a corto como a largo 
alcance. La unión de estas moléculas guía a sus receptores de 
membrana activa rutas de señalización intracelular que en última 
instancia conducen al reordenamiento del citoesqueleto y a un cambio 
en el comportamiento motriz del axón. Respondiendo a la combinación 
concreta de factores que rodean un determinado cono de crecimiento 
éste es capaz de alcanzar y reconocer su correspondiente diana 
estableciendo la correcta red de conectividad neuronal. Las principales 
aunque no las únicas moléculas guía que conocemos hoy en día se 
encuentran clasificadas en cuatro grandes familias: netrinas, slits, 
semaforinas y efrinas, cada una de ellas con sus correspondientes 
receptores específicos de membrana (Dickson, 2002). 
Conforme los circuitos neuronales se van formando durante el 
desarrollo del sistema nervioso central de los mamíferos, los axones 
progresivamente dejan de crecer. En caso de producirse alguna lesión 
en la etapa perinatal, en el sistema nervioso central se activa un 
proceso de regeneración que es capaz de lograr una limitada 
recuperación. Sin embargo, los axones son incapaces de regenerar en e 
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SNC maduro. Esta situación contrasta con la que se encuentra en el 
sistema nervioso periférico donde la regeneración ocurre incluso en el 
adulto. El conocimiento que poseemos actualmente de los mecanismos 
responsables de la incapacidad del SNC para la regeneración, aunque 
ha aumentado considerablemente en las últimas décadas, sigue siendo 
limitado, pero el hecho de que los extremos proximales de los axones 
adultos lesionados sean capaces de formar conos de crecimiento 
similares a los que aparecen en las fibras en desarrollo sugiere que la 
regeneración de axones lesionados en el adulto puede suponer un 
intento de reiniciar los mecanismos que operan en la embriogénesis.  
Inicialmente la incapacidad para regenerar de los axones adultos 
del SNC se atribuyó a una pérdida de la capacidad regenerativa 
intrínseca de las neuronas, pero pronto se encontraron evidencias que 
demostraban que estos axones eran capaces de crecer en un ambiente 
permisivo (David et al., 1981; Benfey et al., 1982). Por ejemplo, se 
observó el crecimiento de axones lesionados del sistema nervioso 
central en presencia de explantes de tejido nervioso periférico injertado. 
Sin embargo el crecimiento se limitaba exclusivamente a la región del 
injerto periférico observándose un rápido colapso en las fibras que 
intentaban crecer fuera del puente. Así se estableció la idea de que el 
ambiente que rodea a las fibras nerviosas en el SNC es mucho más 
restrictivo para el crecimiento que el que se encuentra en el sistema 
nervioso periférico o durante el desarrollo. Se propusieron dos opciones 
para la restricción impuesta en el SNC: la falta de factores tróficos o la 
presencia de moléculas inhibidoras. En 1985, Schwab y colaboradores 
(Schwab et al., 1985) cultivaron neuronas disgregadas del sistema 
simpático de ratas recién nacidas sobre un sustrato de SNP (nervio 
ciático) y sobre un sustrato de SNC (nervio óptico) ambos en presencia 
de cantidades óptimas de factor de crecimiento nervioso (NGF). Tras dos 
semanas se observó que el crecimiento masivo de fibras se produjo 
únicamente sobre el nervio ciático y no sobre el óptico concluyendo que 




3.1.2 Inhibidores del crecimiento en el SNC. 
3.1.2.1 La cicatriz glial. 
Una de las diferencias más aparentes entre el sistema nervioso 
central y el periférico es la presencia de distintos tipos de células 
gliales: astrocitos, oligodendrocitos y microglía en el primero y células 
de Schwann y glía satélite en el segundo. La glía del SNC ejerce diversas 
funciones: por ejemplo los astrocitos participan en la formación y el 
mantenimiento de la barrera hematoencefálica, la homeostasis de iones, 
el transporte de neurotransmisores y la producción de la matriz 
extracelular. Los oligodendrocitos son los responsables de la 
mielinización de los axones dentro del SNC y las células de la microglía 
son fagocitos residentes que se mantienen en un estado de reposo en 
condiciones no patológicas. 
Ante una situación de lesión de fibras nerviosas en el SNC, se 
observa la formación de una “cicatriz” formada principalmente por 
astrocitos. Esta cicatriz glial actúa como una barrera física bloqueando 
el posible crecimiento de las fibras que inicien un proceso regenerativo e 
intenten cruzarla. Además de este papel como barrera mecánica, se ha 
puesto en evidencia que la cicatriz glial también contiene moléculas con 
capacidad inhibitoria del crecimiento como la glicoproteína tenascina C 
(TEN-C) (Probstmeier et al., 2000) y los proteoglicanos de tipo condroitín 
sulfato (CSPG) (Fawcett et al., 1999; Morgenstern et al., 2002).  
Los proteoglicanos son moléculas formadas por un núcleo 
proteico y una o más cadenas lineales de glicosaminoglicanos (GAG) 
formadas por repeticiones de disacáridos. Dependiendo de la 
composición de las cadenas de GAG, los proteoglicanos se clasifican  en 
proteoglicanos de tipo heparán sulfato (HSPG), de tipo condroitín 
sulfato (CSPG), de tipo dermatán sulfato (DSPG) o de tipo queratán 
sulfato (KSPG). Se encuentran en la superficie de las células y como 
uno de los componentes principales de la matriz extracelular en el SNC 
y en otros tejidos. Los CSPGs son los proteoglicanos que más 
abundantemente se expresan en el sistema nervioso de los mamíferos. 
En el cerebro se encuentran diferentes tipos de CSPGs como agrecano, 
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versicano, neurocano, brevicano, neuroglicano D, NG2, RPTPβ y su 
variante de procesamiento alternativo fosfacano. En el SNC los CSPGs 
actúan principalmente como moléculas barrera inhibiendo el 
crecimiento axonal, la migración y la plasticidad celular. Durante el 
desarrollo embrionario, las GAGs de los CSPG actúan como moléculas 
guía de repulsión participando por ejemplo en el desarrollo de las 
crestas neurales. 
En el adulto, los astrocitos reactivos, microglía y precursores de 
oligodendrocitos que forman la cicatriz glial ante una lesión presentan 
una elevada expresión de varias moléculas de matriz extracelular, 
principalmente los CSPGs. Estos niveles elevados de CSPGs persisten 
incluso meses después de producirse la lesión (Carulli et al., 2005). 
 
3.1.2.2 La mielina. 
Además de la inhibición asociada a la cicatriz glial, la otra fuente 
principal de inhibición de la regeneración en el SNC es la mielina. Esta 
sustancia, rica en proteínas y lípidos, recubre los axones de 
determinados neuronas tanto en el SNC como en el periférico, aislando 
el axón y mejorando así la transmisión eléctrica a través de la fibra 
nerviosa. Aunque su función principal es la misma, la mielina del SNC y 
del SNP presenta diferencias en cuanto a la composición química 
además de estar sintetizada por distintos tipos de células, los 
oligodendrocitos en el SNC y las células de Schwann en el SNP. 
La primera evidencia que sugería el papel de la mielina como 
inhibidor de la regeneración la obtuvieron Berry y colaboradores en 
1982 cuando comprobaron que axones no mielinizados en el SNC eran 
capaces de regenerar tras un tratamiento de axotomía química (tipo de 
lesión que no daña las fibras de mielina circundantes) mientras que no 
regeneraban tras sufrir axotomía mecánica (que sí daña las fibras 
mielinizadas) (Berry, 1982). Esto llevó a la hipótesis de que el daño 
mecánico a la mielina debía liberar ciertas moléculas con capacidad 
inhibitoria. De hecho, se observó que en un primer momento tras el 
nacimiento existe un periodo en el que la regeneración no está impedida 
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y que la finalización de esta etapa coincide temporalmente con la 
aparición del primer oligodendrocito diferenciado y el comienzo de la 
mielinización (Shimizu et al., 1990; Hasan et al., 1991; Keirstead et al., 
1992; Hasan et al., 1993). Inhibiendo el desarrollo de los 
oligodendrocitos o retrasando el comienzo de la mielinización, se 
observa una extensión temporal de este periodo permisivo (Keirstead et 
al., 1992). Otros trabajos han puesto en evidencia el papel inhibitorio de 
la mielina demostrando que la mielina del SNC pero no la del SNP posee 
una actividad inhibitoria del crecimiento de neuritas muy potente 
(Carbonetto et al., 1987). Del mismo modo, se observó que en co-
cultivos de glía y neuronas disociadas, los procesos neuronales crecían 
evitando estrictamente a los oligodendrocitos maduros (Bandtlow et al., 
1990). 
 
3.1.2.3 Inhibidores presentes en la mielina. 
 
Nogo-A. 
En 1988 el grupo de Schwab y colaboradores lograron aislar dos 
fracciones proteicas con elevada capacidad inhibitoria del crecimiento a 
partir de mielina del sistema nervioso central de rata (Caroni et al., 
1988). Estas dos fracciones de 35 y 250 kDa fueron denominadas IN-35 
e IN-250. A partir de la fracción IN-250, generaron un anticuerpo 
monoclonal, denominado, IN-1 capaz de reconocer ambas fracciones (35 
y 250 kDa) y que demostró ser capaz de bloquear parcialmente la 
inhibición del crecimiento tanto de las fracciones IN-35 e IN-250 como 
de la mielina completa (Caroni et al., 1988). De hecho, el tratamiento 
con este anticuerpo directamente sobre una zona de lesión logró 
mejorar el crecimiento de axones y la recuperación funcional en 
distintos modelos in vivo de lesión (Schnell et al., 1993; Bregman et al., 
1995). Tras conseguir purificar el antígeno reconocido por el anticuerpo 
IN-1 en la mielina bovina (IN-220) y obtener seis fragmentos parciales 
de la secuencia proteica (Spillmann et al., 1998), finalmente en el año 
2000 el laboratorio de Schwab, simultáneamente a otros, logró clonar el 
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gen completo que codificaba para la molécula responsable de la 
inhibición y que se denominó Nogo (por Neurite Outgrowth Inhibitor) 
(Chen et al., 2000; GrandPre et al., 2000; Prinjha et al., 2000). 
El gen Nogo produce tres tránscritos diferentes debido a un 
procesamiento y el uso de promotores alternativos (Chen et al., 2000; 
Oertle et al., 2003) conocidos como Nogo-A, -B y -C. Las tres isoformas 
presentan regiones N-term diferentes pero comparten una región de alta 
similitud en el extremo C-term de 188 aminoácidos presente en la 
familia de proteínas reticulón (RTN), por lo que el gen Nogo se incluyó 
dentro de esta familia denominándose RTN4 (GrandPre et al., 2000). 
Esta región llamada dominio de homología reticulón (RHD) contiene una 
secuencia de retención en retículo endoplasmático y dos regiones 
hidrofóbicas candidatas a ser dominios transmembrana separadas por 
una región de 66 aminoácidos que formaría un lazo entre ellas. La 
presencia de la señal de retención en retículo y la falta de péptido señal, 
sugieren que Nogo, así como sus parálogos de la familia RTN, son 
proteínas ancladas a la membrana de este orgánulo. De hecho, se ha 
observado que la mayor parte del Nogo que expresa una célula es 
intracelular, aunque se ha demostrado que una cierta proporción es 
capaz de llegar a la membrana plasmática (Huber et al., 2002). 
La isoforma mayor, Nogo-A, se expresa en el SNC principalmente 
en los oligodendrocitos y en algunas neuronas de proyección siendo su 
expresión abundante durante el desarrollo pero reducida en el sistema 
nervioso adulto. En la mielina se encuentra tanto en la capa más 
interna en contacto con el axón como en la más externa de la vaina 
(Huber et al., 2002; Wang et al., 2002). La forma de procesamiento 
alternativo Nogo-B se encuentra en numerosos tejidos (incluyendo tanto 
el SNC como el SNP) y tipos celulares incluyendo neuronas adultas 
mientras que Nogo-C se expresa principalmente en músculo esquelético 
(Huber et al., 2002). 
El patrón de expresión de Nogo-A, abundante en los 
oligodendrocitos y la mielina del SNC pero ausente en las células de 
Schwann coincide perfectamente con su papel inhibidor de la 
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regeneración y es por esto que la mayoría se estudios se han centrado 
en esta isoforma, sin embargo el patrón de expresión más amplio de 
Nogo-B y –C y la expresión neuronal de Nogo-A sugieren que Nogo debe 
tener otras funciones además de la inhibición de la regeneración 
asociada a mielina (Huber et al., 2002). 
Se han identificado dos dominios con capacidad inhibitoria del 
crecimiento axonal in vitro dentro de la estructura de Nogo-A. El 
primero se encuentra en la región N-term exclusiva de esta isoforma y 
se ha denominado Amino-Nogo. Este dominio parece contener dos 
regiones activas diferentes: una con capacidad para inhibir la expansión 
de fibroblastos y otra codificada por un exón exclusivo de esta isoforma 
que provoca el colapso del cono de crecimiento e inhibe el crecimiento 
de neuritas (Oertle et al., 2003). 
El segundo corresponde al lazo hidrofílico de 66 aminoácidos 
situado entre los dos dominios transmembrana (llamado Nogo66) y que 
se encuentra implicado en el colapso del cono de crecimiento y en la 
inhibición del crecimiento de neuritas (Chen et al., 2000; Prinjha et al., 
2000; Fournier et al., 2001). A pesar de la elevada similitud que 
presenta, el lazo de 66 aminoácidos del resto de parálogos de la familia 
RTN no tiene capacidad inhibitoria de la regeneración (GrandPre et al., 
2000). 
Respecto a la topología de dominios de la proteína Nogo-A parece 
haber dos configuraciones diferentes: en una de ellas, uno de los 
dominios transmembrana atraviesa la bicapa lipídica dos veces 
exponiendo tanto Amino-Nogo como Nogo66 al lumen del retículo 
endoplasmático o al exterior celular siendo la localización en el retículo 
la mayoritaria. Esta conformación parece ser minoritaria aunque se ha 
observado que en la membrana de oligodendrocitos maduros en cultivo, 
una proporción de ambos dominios inhibidores pueden encontrarse 
expuesto en el exterior de la membrana plasmática (GrandPre et al., 
2000). 
Por otra parte se ha observado que la mayoría de Nogo-A se 
encuentra en una conformación en la que Nogo66 está expuesto hacia 
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el lumen o el exterior celular mientras que amino-nogo es 
citoplasmático (GrandPre et al., 2000). Esto sugiere que, si la mayoría 
de amino-nogo es citoplasmático, su función inhibidora se ejercerá en 
situaciones de lesión cuando el daño a la mielina o los oligodendrocitos 
lo exponga al exterior (David et al., 2003). 
El papel inhibitorio de la regeneración de NogoA se ha demostrado 
mediante diversos estudios: ratones transgénicos en los que se ha 
dirigido la expresión de NogoA a las células de Schwann presentan 
inhibida la regeneración tras producirse una lesión en el nervio ciático 
(Pot et al., 2002). Por otra parte, el tratamiento en la zona de la lesión 
con un péptido bloqueante del dominio Nogo66 llamado NEP1-40 
promueve la regeneración y mejora la recuperación funcional en un 
modelo de hemisección a nivel torácico del tracto corticoespinal de rata 
(GrandPre et al., 2002). 
Sin embargo, tres estudios diferentes realizados sobre ratones 
nulos para distintas combinaciones de las tres isoformas de Nogo, 
produjeron resultados diferentes (Kim et al., 2003; Simonen et al., 2003; 
Zheng et al., 2003). En un ratón nulo para Nogo-A/B Kim y 
colaboradores encontraron un aumento significativo de la regeneración 
en un modelo se lesión del tracto corticoespinal de rata, sin embargo en 
el estudio de Zheng no se encontró mejora en la regeneración ni en 
ratones nulos para las tres isoformas ni en el ratón nulo A/B. Además, 
estudios de inhibición del crecimiento in vitro realizados con la mielina 
de estos ratones nulos demuestran que la inhibición tan sólo se ve 
reducida a la mitad (Schwab, 2004). En conjunto, estos resultados 
ponen de manifiesto el hecho de que deben existir otras moléculas 
implicadas en la restricción de la regeneración asociada a la mielina. 
 
Glicoproteína Asociada a la Mielina (MAG). 
MAG es una proteína transmembrana miembro de la superfamilia 
de las inmunogobulinas y contiene 5 dominios de tipo inmunoglobulina 
en su dominio extracelular. Constituye aproximadamente el 1% de la 
proteína total presente en la mielina tanto en el SNC como en el SNP 
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(Lai et al., 1987; Salzer et al., 1987). Como Nogo-A, en el SNC MAG se 
expresa en la superficie de los oligodendrocitos y en la capa más interna 
en contacto con el axón de las vainas de mielina. MAG es un potente 
inhibidor del crecimiento de neuritas y contribuye significativamente a 
la inhibición ejercida por la mielina (McKerracher et al., 1994; 
Mukhopadhyay et al., 1994). Es capaz de inhibir el crecimiento de 
neuritas de diferentes tipos de neuronas maduras (DeBellard et al., 
1996) y esta inhibición la ejerce colapsando el cono de crecimiento 
(Shibata et al., 1998; Song et al., 1998), aunque este efecto parece ser 
específico sobre el cono de crecimiento de axones y no de dendritas. 
(Shibata et al., 1998). La función de MAG parece ser dual ya que, 
además del efecto inhibidor del crecimiento en neuronas maduras, 
durante el desarrollo MAG es capaz de estimular el crecimiento de 
neuronas inmaduras como neuronas de los ganglios de la raíz dorsal de 
rata en estado anterior al día postnatal 4 (P4) o en neuronas retinales 
anteriores a E18 (DeBellard et al., 1996; Cai et al., 2001). El cambio 
funcional de promoción a inhibición del crecimiento se ha 
correlacionado con un descenso drástico en los niveles intracelulares de 
AMPc en estas neuronas (Cai et al., 2001). 
MAG es una proteína con capacidad para unir ácido siálico con 
alta afinidad y esta unión parece estar mediada por la Arginina 188 
situada en el primer dominio Ig de MAG (Vinson et al., 2001). 
Inicialmente se sugirió que el gangliósido de membrana GT1b podría ser 
el receptor de MAG mediando para su función inhibitoria ya que se 
observó que anticuerpos bloqueantes contra GT1b neutralizan la 
capacidad inhibitoria de MAG además de que ratones transgénicos 
incapaces de expresar gangliósidos complejos, entre ellos Gt1b, son 
insensibles a MAG (Vyas et al., 2002).  
 
Glicoproteína de mielina presente en los Oligodendrocitos 
(OMgp). 
OMgp fue identificada en 2002 por Wang y colaboradores como 
otra molécula inhibitoria presente en la mielina con un poder para 
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colapsar el cono de crecimiento e inhibir el crecimiento de neuritas in 
vitro similar al que se observa con Nogo66 (Kottis et al., 2002; Wang et 
al., 2002; Barton et al., 2003). Se trata de una proteína anclada a la 
membrana por un enlace glicosil-fosfatidil inositol, presenta un dominio 
de repeticiones ricas en Leucina seguido de un dominio con repeticiones 
de Serina/Treonina y su expresión en oligodendrocitos se correlaciona 
con el comienzo de la mielinización detectándose también en la capa 
interna de la mielina en contacto con el axón (Mikol et al., 1990). 
 
Aunque Nogo-A, MAG y OMgp parecen ser las responsables de 
una porción muy significativa del poder inhibidor de la mielina, se 
piensa que deben existir otras moléculas impidiendo la regeneración en 
el SNC. Por ejemplo se ha visto que los proteoglicanos de tipo condroitin 
sulfato (CSPGs) son un componente minoritario de la mielina (Niederost 
et al., 1999) o que el factor guía de repulsión de la familia de las 
semaforinas Sema4D/CD100 es una proteína transmembrana 
detectable en la mielina del SNC (Moreau-Fauvarque et al., 2003). 
 
3.1.3 Transducción de la señal inhibitoria. El complejo 
receptor. 
 
3.1.3.1 El Receptor de Nogo (NgR). 
En 2001 se identificó una molécula unida a membrana de axones 
por un anclaje de tipo fosfatidil-glicosil inositol con alta afinidad por 
Nogo66 y que se denominó receptor de Nogo66 (NgR) (Fournier et al., 
2001). Se trataba de una proteína de 473 aminoácidos con un péptido 
señal de translocación a membrana en su extremo N-term, seguido de 8 
repeticiones ricas en Leucina (LRR) y un dominio flanqueante de LRRs 
(LRRCt). La eliminación enzimática de esta proteína produce neuronas 
insensibles a la inhibición por Nogo66. Del mismo modo, forzando la 
expresión de NgR en neuronas normalmente incapaces de responder a 
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la señal inhibitoria de Nogo, se logra inhibir su crecimiento en presencia 
de Nogo66. 
El papel crucial del receptor de Nogo en el proceso de inhibición 
mediado por mielina se puso de manifiesto con el descubrimiento de 
que, además de Nogo66, este receptor es capaz de unir con la misma 
afinidad OMgp (Wang et al., 2002) y MAG (Domeniconi et al., 2002; Liu 
et al., 2002). Para ambos inhibidores se comprobó que la presencia de 
NgR era necesaria para transducir la señal e impedir el crecimiento de 
neuritas. Estudios estructurales y funcionales han demostrado que esta 
convergencia de tres moléculas inhibidoras estructuralmente distintas 
sobre el mismo receptor realmente es específica y que la región de 
repeticiones ricas en Leucina de NgR es suficiente para unir cada uno 
de los tres ligandos (Liu et al., 2002; Wang et al., 2002; Barton et al., 
2003; He et al., 2003). Por otra parte, los dos parálogos conocidos de 
NgR llamados NgR2 y NgR3 a pesar de su elevada similitud a nivel de 
secuencia con NgR, no son capaces de unir ninguno de los tres 
inhibidores apoyando aún más la especificidad de las uniones a NgR 
(Barton et al., 2003). 
Las regiones específicas de unión de cada inhibidor al receptor no 
han sido completamente identificadas, pero parece que podrían ser 
diferentes aunque quizá parcialmente solapantes. Por ejemplo, el 
péptido sintético de 44 aminoácidos obtenido de la secuencia de Nogo66 
llamado NEP(1-40) es capaz de bloquear la unión a NgR de Nogo66 pero 
no de MAG (GrandPre et al., 2002). 
Sin embargo, la convergencia de los tres ligandos en el mismo 
receptor no explica completamente la inhibición de la regeneración que 
se observa in vivo en el SNC ya que no todas las neuronas expresan 
NgR. Por ejemplo tan sólo el 20-25% de las neuronas de ganglio de raíz 
dorsal parecen expresar niveles elevados de NgR (Hunt et al., 2002). 
Queda por tanto por explicar por qué neuronas con bajos o nulos 
niveles de expresión de NgR son incapaces de regenerar en el SNC. Es 
posible que estas neuronas sean insensibles a las señales inhibitorias 
que dependen de NgR pero no lo sean a otras, aunque también cabe la 
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posibilidad de que Nogo66, OMgp y MAG sean capaces de señalizar 
mediante otros receptores distintos a NgR. Por otro lado, hay que 
resaltar que el receptor de Nogo tan sólo es capaz de unir el dominio 
inhibidor Nogo66 de NogoA y no Amino-Nogo (Liu et al., 2002; Niederost 
et al., 2002). El hecho de que amino-nogo actúe de manera 
independiente de NgR sugiere la presencia de otras vías implicadas en 
la inhibición por mielina. 
 
3.1.3.2 Co-receptores: p75NTR. 
El receptor de Nogo es una proteína anclada a la membrana por 
una unión de tipo glicosil-fosfatidil inositol con lo que carece de dominio 
citoplasmático. Sin embargo la señal inhibidora de la mielina debe 
transducirse al interior celular para lo cual NgR debe requerir la ayuda 
de co-receptores de membrana. La sobreexpresión de una forma 
truncada de NgR que presenta delecionada la región C-term más 
próxima al anclaje GPI, permite el crecimiento de neuritas en presencia 
de mielina a pesar de conservar la capacidad de unir los inhibidores, 
sugiriendo que esta región de NgR debe estar implicada en la 
interacción con co-receptores (Domeniconi et al., 2002; Wang et al., 
2002). La identificación del receptor de neurotrofinas p75NTR como co-
receptor de NgR surgió a partir de la evidencia de que neuronas 
sensoriales embrionarias de pollo (DRGs) y neuronas granulares de 
cerebelo (CGNs) aisladas de ratones portadores de una mutación en 
p75NTR (Lee et al., 1992) eran insensibles a la inhibición por MAG. En 
ese mismo estudio se demostró colocalización de p75NTR en sitios de 
unión de MAG, a pesar de que ambas proteínas no son capaces de 
interaccionar físicamente (Yamashita et al., 2002). Finalmente se logró 
demostrar que p75NTR interacciona directamente con NgR formando un 
complejo receptor para la transducción de la inhibición por mielina y 
que esta interacción se ve potenciada en presencia de MAG (Wang et al., 
2002; Wong et al., 2002). En este complejo, el dominio intracelular de 
p75NTR (p75NTR-ICD) parece clave en la transducción de señal ya que 
CGNs expresando una forma de p75NTR carente de dominio intracelular 
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son capaces de emitir neuritas en presencia de mielina o sus 
inhibidores (Wang et al., 2002). 
El receptor de neurotrofinas p75NTR, miembro de la familia de 
Receptores del Factor de Necrosis Tumoral (TNFR), es un receptor muy 
polivalente capaz de unir las cuatro neurotrofinas conocidas: el factor 
de crecimiento nervioso (NGF), BDNF, NT3 y NT4/5 y de ejercer 
funciones diferentes según los receptores con los que se asocie. Es 
capaz de señalizar formando complejos con receptores de neurotrofinas 
(trkA, trkB, trkC) promoviendo supervivencia y modulando la afinidad 
de estos receptores por sus respectivos ligandos, aunque también se 
puede comportar como receptor pro-apoptótico asociándose con la 
proteína Sortilina uniendo como ligando la pro-neurotrofina pro-NGF 
(revisado en Barker, 2004 y Nykjaer et al., 2005).  
El hecho de que p75NTR sea un receptor capaz de realizar 
funciones tan diversas e incluso contrapuestas, abre la posibilidad al 
entrecruzamiento en las vías implicadas. De hecho, se ha observado 
que el pretratamiento de ciertas neuronas con neurotrofinas las hace 
insensibles a la inhibición por MAG (Cai et al., 1999). Además, un 
trabajo muy reciente sugiere que la combinación de ciertas 
neurotrofinas podría tener un efecto sinérgico y promover la 
regeneración de axones dañados en el SNC afectando la función de 
p75NTR en el complejo señalizador de la inhibición por mielina (Logan et 
al., 2006). Así, p75NTR se presenta como un receptor capaz de inhibir la 
regeneración de axones o de promoverla, según los ligandos y los 
receptores con los que se asocie. 
A pesar de que su papel central en la señalización por mielina in 
vitro se ha demostrado, los resultados obtenidos in vivo no resultan tan 
claros. En general, p75NTR presenta una elevada expresión en el sistema 
nervioso tanto en glía como en neuronas durante el desarrollo y los 
estadíos postnatales tempranos, pero el nivel de expresión desciende 
drásticamente en el adulto (revisado en Ernfors et al., 1988 y Chao, 
2003). Tan sólo algunas subpoblaciones de neuronas adultas conservan 
expresión elevada de p75NTR, sin embargo, en la etapa adulta la 
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expresión de p75NTR se ve inducida hasta alcanzar niveles observados 
durante el desarrollo ante situaciones de lesión, inflamación, estrés y en 
determinadas patologías como algunos tipos de epilepsia o en la 
enfermedad de Alzheimer (revisado en Dechant et al., 2002). En la glía 
adulta ante una lesión se observa una elevada re-expresión de p75NTR 
en células de Schwann activadas pero no en los oligodendrocitos del 
SNC (Gai et al., 1996). Recientemente se ha descrito el papel clave de 
esta inducción de p75NTR en las células de Schwann con la 
remielinización de los nervios dañados (Song et al., 2006). 
Por otro lado, los estudios de regeneración realizados sobre 
ratones nulos para p75NTR han ofrecido hasta ahora resultados pobres: 
Song y colaboradores no encontraron mejora en la regeneración de 
estos ratones en un modelo de lesión de médula espinal (Song et al., 
2004) mientras que Scott y colaboradores no encontraron diferencias en 
cuanto a la densidad de axones aunque sí encontraron aumentada la 
arborización dendrítica tras una lesión de tipo rizotomía dorsal (Scott et 
al., 2005). 
 
3.1.3.3 Un segundo co-receptor: Lingo1. 
A pesar de que en cultivos primarios de neuronas se demostró la 
implicación de la asociación de p75NTR y NgR para transducir la señal 
inhibitoria del mielina (Wang et al., 2002; Wong et al., 2002), al tratar 
de reconstituir este sistema en células no neuronales no se logró 
replicar los resultados, sugiriendo que en las neuronas debía existir 
algún otro co-receptor clave para el proceso. En 2004, Mi y 
colaboradores (Mi et al., 2004) mediante una búsqueda en bases de 
datos de secuencias homólogas a las moléculas guía slit con expresión 
en el SNC identificaron una proteína transmembrana de tipo I a la que 
denominaron Lingo1. Esta proteína, anteriormente descrita como 
LRRN6A/LERN1 (Carim-Todd et al., 2003) consiste en 614 aminoácidos 
y posee 12 repeticiones ricas en leucina con un dominio flanqueante de 
LRRs en C-terminal y un dominio de tipo inmunogobulina en su región 
extracelular. Por otra parte, contiene un sitio de fosforilación en la 
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Tirosina 591 lo que asemeja Lingo1 al receptor de factor de crecimiento 
epidérmico en la cola citoplasmática. En este trabajo se logró demostrar 
que Lingo1 interacciona físicamente tanto con NgR como con p75NTR 
formando un complejo tripartito que es capaz de activar las vías de 
inhibición mediadas por los ligandos de la mielina incuso en células no-
neuronales. Por otra parte la sobre-expresión de Lingo1 en neuronas 
aumenta la respuesta inhibitoria de la mielina mientras que la 
introducción de una forma truncada sin dominio citoplasmático actúa 
como dominante negativo atenuando la inhibición y promoviendo el 
crecimiento de neuritas (Mi et al., 2004). 
Lingo1 está muy conservado evolutivamente y posee tres 
parálogos (Lingo2-4) con los que comparte un 99,5% de identidad. Su 
expresión es elevada y restringida al cerebro observándose un gradiente 
de expresión rostro-caudal con la máxima expresión observada en el 
córtex y la mínima en la médula espinal. La expresión del resto de 
parálogos es minoritaria aunque se expresan de manera ubicua. Por 
otra parte, se ha visto que la expresión de Lingo1 parece estar regulada 
por la actividad neuronal induciéndose su expresión en zonas de 
remodelación sináptica activa sugiriendo su papel en procesos de 
plasticidad sináptica (Trifunovski et al., 2004).  
Además de estas funciones, Lingo1 se ha implicado como 
regulador negativo en el proceso de mielinización y maduración de los 
oligodendrocitos en el SNC. Lingo1 se expresa en los oligodendrocitos y 
la introducción de un dominante negativo o la eliminación de su 
expresión en estas células mediante RNA de interferencia (RNAi) resultó 
en una potenciación de la maduración y un incremento en la 
mielinización de oligodendrocitos en cultivo (Mi et al., 2005). El estudio 
de ratones nulos para Lingo1 reveló que la médula espinal en estadío 
postnatal P1 presenta más axones mielinizados que la de ratones 
control así como un mayor porcentaje de oligodendrocitos maduros 





3.1.3.4 Otros receptores posibles. 
En 2005 dos grupos simultáneamente describieron un receptor 
miembro de la superfamilia TNFR que podía actuar como homólogo 
funcional de p75NTR en el proceso de inhibición por mielina. Este 
receptor llamado TAJ por Toxicity and JNK inducer o también TROY por 
TNFRSF expressed on the mouse embryo, es capaz de interaccionar 
físicamente con NgR y con Lingo1 formando complejos con capacidad 
para transducir la señal inhibitoria de la mielina o sus componentes del 
mismo modo que el complejo NgR/p75NTR/Lingo1 (Park et al., 2005; 
Shao et al., 2005). 
El descubrimiento de que este receptor es capaz de realizar las 
mismas funciones que p75NTR dentro del complejo receptor de la mielina 
puede explicar, al menos parcialmente, el hecho de que neuronas 
adultas en las que no se expresa p75NTR sean inhibidas por la mielina o 
sus componentes o que a pesar de que neuronas cultivadas de ratones 
nulos para p75NTR son significativamente menos inhibidas por la 
mielina o sus inhibidores, se observe un cierto grado de inhibición 
residual (Wang et al., 2002). 
Como ya se ha indicado, la expresión de p75NTR es alta durante el 
desarrollo en etapas de crecimiento axónico activo pero decae en la 
etapa postnatal y en el adulto, permaneciendo tan sólo en algunas 
subpoblaciones de neuronas maduras (Wright et al., 1995). Sin 
embargo, el receptor de Nogo (NgR) y Lingo1 se expresan ampliamente 
en el SNC adulto. En contraposición a p75NTR, Taj/TROY además de 
expresarse durante el desarrollo embrionario (Eby et al., 2000; Kojima 
et al., 2000), en el adulto se expresan en diferentes tejidos (Hisaoka et 
al., 2003) incluyendo el SNC dentro del cual se observa expresión en la 
mayoría de regiones (Park et al., 2005; Shao et al., 2005). El hecho de 
que Taj /TROY se exprese en neuronas adultas, tanto en los axones 
como en el soma, solapando su patrón de expresión con NgR y Lingo1 
más ampliamente de lo que lo hace p75NTR sugiere su importancia en el 




3.1.3.5 Lipid rafts (balsas lipídicas). 
Una característica común a las distintas moléculas que se han 
implicado en las funciones de reconocimiento de las señales inhibitorias 
procedentes de la mielina, incluyendo a NgR, p75NTR y los gangliósidos 
de membrana es su asociación con ciertas regiones de la bicapa lipídica 
enriquecidas en colesterol y glicoesfingolípidos (Simons et al., 1997) 
denominadas ‘lipid rafts’ o balsas lipídicas (Vinson et al., 2003) y que 
actúan como microdominios en la membrana en los cuales se 
encuentran enriquecidas moléculas implicadas en mecanismos de 
señalización. La función de estas balsas lipídicas sería la de concentrar 
o separar moléculas específicas en un ambiente lipídico único (Galbiati 
et al., 2001), favoreciendo su asociación y por tanto facilitando el 
proceso de señalización. Se ha observado que en una primera etapa, los 
mecanismos de señalización que actúan a través de balsas lipídicas, 
podrían estar regulados por un reclutamiento selectivo de ciertos 
receptores en respuesta a señales extracelulares, favoreciendo el 
ensamblaje de los complejos receptores. Por ejemplo, la potenciación de 
la asociación entre p75NTR y NgR que se observa con el tratamiento con 
MAG (Wang et al., 2002; Wong et al., 2002) podría estar reflejando en 
realidad un reclutamiento de p75NTR a los lipid rafts, en los cuales se 
suelen concentrar moléculas ancladas a membrana por enlaces de tipo 
glicosil fosfatidil inositol (GPI) como NgR. Recientemente se ha 
propuesto que la unión de MAG a los gangliósidos de membrada GT1b y 
GD1 en los lipid rafts sería la responsable del reclutamiento de p75NTR a 
estas regiones (Fujitani et al., 2005).  
El hecho de que en estos microdominios especializados se 
concentren moléculas clave implicadas en diferentes procesos de 
señalización implica la posibilidad de que exista algún tipo de 
entrecruzamiento entre rutas ya que la unión de un determinado 
ligando a su receptor podría cambiar la configuración del lipid raft 




3.1.4 Señalización intracelular de la inhibición por 
mielina. 
 
3.1.4.1 La familia Rho de pequeñas GTPasas. 
El estudio de cómo los conos de crecimiento responden a las 
moléculas guía y se abren paso hasta encontrar sus dianas sinápticas 
durante el desarrollo del sistema nervioso ha aportado las claves para 
entender el control molecular de la dinámica del cono de crecimiento. 
Las señales atrayentes y repelentes modulan la motilidad del cono 
induciendo cambios en el citoesqueleto. La familia Rho de guanosin-
trifosfatasas pequeñas (GTPasas) cuyos miembros con mayor espectro 
de expresión son cdc-42, Rac y RhoA juega un papel muy importante en 
la transducción desde las señales extracelulares hasta el citoesqueleto 
(Song et al., 2001; Grunwald et al., 2002; Patel et al., 2002). 
En general estas Rho-GTPasas alternan formando un ciclo entre 
dos estados: uno activo (unidas a GTP) y uno inactivo (unidas a GDP). 
La dinámica de esta alternancia está regulada por factores de 
intercambio de nucleótidos de guanina o GEFs que promueven el 
cambio de GDP por GTP activando a la Rho-GTPasa y las proteínas de 
activación de la actividad GTPasa o GAPs que inducen la hidrólisis de 
GTP por GDP pasando la Rho-GTPasa a estado inactivo (Dickson, 
2001). En condiciones de reposo las Rho-GTPasas se encuentran fuera 
del ciclo mantenidas en estado inactivo (unido a GDP) por factores de 
inhibición de la disociación de guanina GDIs. 
En su estado activo, las RhoGTPasas interaccionan con diferentes 
efectores intracelulares produciendo un reordenamiento en el 
citoesqueleto en el cono de crecimiento. Por ejemplo, la activación de 
cdc-42 y Rac activa la polimerización de filamentos de F-actina y por 
tanto la extensión de filopodios y lamelipodios respectivamente, 
mientras que la activación de RhoA lleva a la despolimerización de la 
actina y la formación de fibras de estrés lo que lleva al colapso del cono 
de crecimiento (Hall, 1998; Dickson, 2001; Luo, 2002). Así, durante el 
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desarrollo, las moléculas guía de atracción y repulsión dirigen el 
movimiento del axón mediante la activación e inhibición selectiva de las 
Rho-GTPasas correspondientes. Numerosos estudios han demostrado 
que factores guía de repulsión como efrinas, semaforinas o slits 
promueven el colapso del cono de crecimiento mediante una activación 
selectiva de RhoA combinada con una inhibición de cdc-42 y Rac (Hu et 
al., 2001; Shamah et al., 2001; Wong et al., 2001). 
A finales de los 90 se empezó a sugerir que el mecanismo 
intracelular por el cual los inhibidores de la mielina producen el colapso 
del cono de crecimiento podía ser el mismo empleado por los factores de 
repulsión durante el desarrollo, siendo la pequeña GTPasa RhoA la 
molécula clave en la ruta de señalización. Inicialmente se observó que 
inhibiendo la función de RhoA en neuronas en cultivo les permitía 
crecer y emitir neuritas en presencia de sustratos inhibidores derivados 
de la mielina (Jin et al., 1997; Kuhn et al., 1999; Lehmann et al., 1999). 
Posteriormente se encontraron evidencias bioquímicas de la activación 
de RhoA como consecuencia del tratamiento con MAG y otros 
inhibidores de la mielina (Vinson et al., 2001; Dergham et al., 2002; 
Winton et al., 2002) y de ROCK, la quinasa asociada a RhoA que se 
encuentra entre uno de sus principales efectores (Vinson et al., 2001; 
Fournier et al., 2003; Alabed et al., 2006).  
En modelos in vivo se ha observado que la inactivación de RhoA o 
ROCK promueve la regeneración de axones y la recuperación funcional 
tras una lesión en la espina dorsal (Lehmann et al., 1999; Dergham et 
al., 2002; Fournier et al., 2003).  
Confirmando la hipótesis según la cual la inhibición por mielina 
utiliza los mismos mecanismos de señalización que los factores guía de 
repulsión, se observa que la activación de RhoA en respuesta a la 
mielina va acompañada de una inactivación de Rac1 (Niederost et al., 
2002). 
Pero, ¿cómo se trasmite la señal desde el complejo receptor 
NgR/p75NTR/Lingo1 hasta RhoA? 
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En 1999 Yamashita y colaboradores publicaron datos que 
sugerían la existencia de algún tipo de nexo entre el receptor p75NTR y 
RhoA observando que la sobreexpresión de p75NTR era suficiente para la 
activación del RhoA endógeno tanto en células neuronales como en no 
neuronales (Yamashita et al., 1999). Más recientemente esta relación se 
ha puesto de manifiesto in vivo observándose una activación de RhoA 
en respuesta a lesión en la médula espinal dependiente, al menos 
inicialmente, de la presencia de p75NTR (Dubreuil et al., 2003). 
Inicialmente, Yamashita y colaboradores propusieron una 
interacción física directa entre p75NTR y RhoA, resultado que obtuvieron 
mediante la técnica de Doble Híbrido en levadura, sin embargo fueron 
incapaces de demostrar esta interacción en neuronas (Yamashita et al., 
1999). Este mismo grupo en 2003 encontró el nexo perdido en la 
interacción p75NTR-RhoA descubriendo que, en realidad, p75NTR no 
interacciona directamente con RhoA sino que lo hace a través del 
inhibidor de la disociación de GTP de RhoA RhoGDI, el cual en 
condiciones de reposo se encuentra unido a RhoA manteniéndolo en su 
estado inactivo. La interacción de p75NTR con RhoGDI hace que éste 
libere a RhoA permitiéndole entrar en su ciclo de proteína G y, por 
acción del correspondiente GEF, pasar a su estado activo unido a GTP 
activando la cascada de señalización que desemboca en el colapso del 
cono de crecimiento. 
Corroborando la relevancia de la interacción de p75NTR con 
RhoGDI en el proceso de inhibición por mielina, se observó que el 
tratamiento con inhibidores de mielina pero no con NGF, potencia la 
interacción entre ambas moléculas (Yamashita et al., 2003). 
Con estos resultados se confirmaba el papel de p75NTR dentro del 
complejo receptor que forma con NgR y Lingo1 como la molécula 
responsable de transducir la señal inhibitoria al interior celular. Sin 
embargo, debía existir algún mecanismo por el cual la unión de los 
inhibidores de la mielina a NgR, el único receptor del complejo capaz de 
unirlos, promoviera la interacción entre p75NTR y RhoGDI iniciando la 
cascada intracelular.  
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En 2004 el grupo de He y colaboradores logró implicar a la 
Proteína quinasa C (PKC) en el proceso de inhibición por mielina 
observando que la inhibición farmacológica de esta quinasa era capaz 
de promover el crecimiento de neuritas en presencia de mielina o sus 
inhibidores tanto in vitro como in vivo en un modelo de lesión. En este 
trabajo lograron demostrar que la actividad de PKC resulta clave para la 
activación de RhoA aunque no pudieron establecer el mecanismo 
(Sivasankaran et al., 2004). 
Por otro lado, en 2003 se demostró que p75NTR sufre un 
procesamiento denominado Proteolisis Regulada de Intramembrana 
(RIP) que se ha relacionado con la capacidad señalizadora de numerosos 
receptores de membrana hasta la fecha (Brown et al., 2000). Ya desde 
finales de los 80 se había observado que el “desprendimiento” de un 
fragmento de 50 kDa correspondiente al dominio extracelular (ECD) de 
p75NTR ocurría espontáneamente en cultivos de células de Schwann o 
ciertos tipos de neuronas (DiStefano et al., 1988), aunque fue en 2003 
cuando se demostró que p75NTR al igual que otros receptores de 
membrana tan importantes como Notch o el precursor de la proteína 
amiloide APP (Selkoe, 2001; Kimberly et al., 2003; Selkoe et al., 2003) es 
sometido a esta proteolisis regulada liberando al medio su dominio 
extracelular (ECD) y al interior celular un fragmento de su dominio 
intracelular (ICD) el cual parece ser la molécula responsable de la 
capacidad señalizadora del receptor (Jung et al., 2003; Kanning et al., 
2003). 
La proteolisis regulada de intramembrana implica un primer corte 
proteolítico que se produce en un punto cercano a la membrana en la 
región extracelular del receptor y que libera al medio el ECD. Este corte 
se produce típicamente por una proteasa de la familia A de 
disintegrinas y metaloproteinasas (ADAM) conocida como α-secretasa 
que se ha visto que requiere de la actividad de la Protein Quinasa C 
(PKC) para su activación (Peschon et al., 1998). Este primer corte 
permite la acción de una segunda proteasa con una función algo atípica 
ya que corta el receptor dentro de la región que se encuentra 
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atravesando la membrana lipídica liberando el dominio intracelular 
(ICD) al citoplasma. Esta segunda proteasa, denominada γ-secretasa, es 
en realidad un complejo heteromultimérico en el que se requieren las 
presenilinas PS1 y PS2 como componentes catalíticos esenciales 
(Kimberly et al., 2003; Fraering et al., 2004). 
Finalmente, en 2005, se logró integrar la proteolisis regulada de 
intramembrana de p75NTR, y por tanto el papel de la PKC,  dentro del 
mecanismo de señalización de la inhibición por mielina. Domeniconi y 
colaboradores demostraron que el tratamiento de neuronas granulares 
de cerebelo con MAG induce la proteolisis de tipo RIP de p75NTR de un 
modo dependiente de la actividad de PKC y que este proceso es 
necesario para la activación de RhoA y la inhibición del crecimiento de 
neuritas (Domeniconi et al., 2005) 
El tratamiento con ésteres de forbol como el 12-miristato 13-
acetato (PMA) que provoca una activación de PKC, del mismo modo que 
el tratamiento con MAG, induce un corte de tipo α-secretasa en p75NTR 
que libera el dominio extracelular dejando un fragmento C-term 
intermedio de 30 kDa (CTF) unido a membrana en la cara citosólica. 
Este fragmento se convierte en la diana de la γ-secretasa la cual libera 
al interior celular un fragmento de 25 kDa (ICD) que se degrada 
rápidamente en el citoplasma (Domeniconi et al., 2005). 
Con estas evidencias, el mecanismo más probable por el que se 
transduce la señal desde la mielina hasta RhoA sería el siguiente: la 
unión de MAG, OMgp o Nogo66 a NgR dentro del complejo NgR/p75NTR/ 
Lingo1 de algún modo induciría el corte por una α-secretasa de p75NTR 
de un modo dependiente de la actividad de PKC. Este primer corte 
permitiría la liberación del fragmento de 25 kDa del dominio 
intracelular de p75NTR por el corte de una γ-secretasa.  
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos por Yamashita y 
colaboradores según los cuales p75NTR se encontraría interaccionando 
en su región intracelular con RhoGDI el cual estaría unido a RhoA 
manteniéndolo en su estado inactivo (Yamashita et al., 2003), la 
liberación del dominio intracelular de p75NTR por el corte γ-secretasa 
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liberaría a RhoA de su inhibidor permitiendo su activación y por tanto 
generando el colapso del cono de crecimiento.  
Confirmando esta hipótesis se observa que tanto la inhibición de 
la actividad de la PKC, como la inhibición del corte proteolítico por α- o 
γ-secretasas bien farmacológicamente o bien mediante el uso de formas 
de p75NTR resistentes al corte, impide la activación de RhoA permitiendo 
el crecimiento de neuritas en presencia de sustratos inhibidores. Por 
otro lado, la expresión forzada en neuronas del fragmento de 30 kDa 
soluble de p75NTR (ICD) es suficiente para provocar la activación de 
RhoA e inhibir el crecimiento en ausencia de MAG (Domeniconi et al., 
2005). 
 
3.1.4.2 Otros mecanismos implicados. 
 
AMP cíclico (cAMP). 
El estudio del papel bifuncional de MAG sobre el crecimiento de 
neuritas, estimulador del crecimiento durante el desarrollo embrionario 
e inhibidor en la etapa adulta, puso de manifiesto, como ya se ha 
indicado, el papel de los niveles intracelulares de cAMP en este cambio 
funcional (Cai et al., 2001). Por otro lado, a finales de los 90 se observó 
que los niveles de cAMP en el cono de crecimiento podían modular que 
la respuesta a una misma molécula guía fuera positiva o negativa, 
relacionándose que niveles elevados favorecían la atracción y niveles 
bajos favorecían la repulsión (Ming et al., 1997; Song et al., 1997; Song 
et al., 1998). 
En el proceso de inhibición del crecimiento mediado por la 
mielina, se ha visto que la incubación de neuronas con neurotrofinas 
previa al tratamiento con MAG bloquea su efecto inhibidor permitiendo 
la emisión de neuritas. Esta preincubación con neurotrofinas produce 
un aumento en los niveles intracelulares de cAMP que induce la 
activación de la Proteína quinasa A (PKA) (Cai et al., 2001). El mismo 
efecto se ha observado aumentando artificialmente los niveles 
intracelulares de cAMP mediante análogos, logrando así que las 
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neuronas ignoren la señal inhibitoria de la mielina (Neumann et al., 
2002; Qiu et al., 2002). In vivo, en un modelo de regeneración 
espontánea ante una hemisección de la médula espinal en animales 
neonatos, se observa un bloqueo total de la regeneración al aplicar un 
inhibidor de la PKA en la zona de la lesión (Cai et al., 2001).  
El mecanismo concreto por el cual la PKA y el cAMP actúan sobre 
la inhibición del crecimiento mediada por la mielina se desconoce. 
Algunos estudios sugieren que la PKA podría fosforilar directamente a 
RhoA regulando su actividad (Ellerbroek et al., 2003) causando su 
disociación de la membrana (Lang et al., 1996), y también que la 
actividad PKA dependiente de cAMP podría fosforilar a p75NTR 
favoreciendo su translocación a los lipid rafts (Higuchi et al., 2003). En 
2004 Gao y colaboradores (Gao et al., 2004) propusieron que el cAMP 
podría ejercer su efecto sobre el proceso de inhibición mediado por MAG 
a través del factor de transcripción dependiente de cAMP (CREB). 
 
Calcio intracelular. 
Desde la pasada década se conoce la implicación del Ca2+ como 
mediador en las respuestas de los axones a las moléculas guía (revisado 
en Gómez et al., 2000). Factores guía de repulsión como netrin-1 o MAG 
son capaces de aumentar los niveles intracelulares de Ca2+ en el cono 
de crecimiento. La liberación de Ca2+ desde compartimentos 
intracelulares de almacenamiento en la región del cono de crecimiento 
en contacto con la señal de repulsión, provoca un reordenamiento en el 
citoesqueleto y un giro del axón en crecimiento en sentido contrario. In 
vitro, se puede conseguir que el cono de crecimiento ignore estas 
señales evitando artificialmente la elevación del Ca2+ (Hong et al., 2000; 
Zheng, 2000; Wong et al., 2002).  
Más recientemente se ha establecido una relación recíproca entre 
el aumento de los niveles de cAMP y la liberación de Ca2+ intracelular en 
el cono de crecimiento en respuesta a MAG. Por ejemplo, la adenilato 
ciclasa dependiente de Ca2+, en respuesta al incremento en la 
concentración de Ca2+ intracelular puede elevar los niveles de cAMP lo 
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que activa la PKA que puede modular los canales de Ca2+ induciendo la 
entrada de estos iones a través de la membrana plasmática o su 
liberación desde compartimentos de almacenamiento intracelulares 
(Henley et al., 2004). 
En respuesta a mielina también se observa un rápido aumento en 
los niveles intracelulares de Ca2+ en los conos de crecimiento de 
neuronas de ganglio de raíz dorsal de rata (Bandtlow et al., 1993). 
Incluso en células no neuronales expresando NgR y p75NTR, MAG 
induce la liberación intracelular de Ca2+ (Wong et al., 2002) sugiriendo 
que p75NTR podría estar implicado en dicho efecto. 
 
Receptor de Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR). 
Recientemente en un estudio en el que se trataba de identificar 
compuestos que pudieran afectar a la inhibición del crecimiento 
mediada por mielina, el grupo de He y colaboradores encontraron que el 
tratamiento con varios inhibidores de la activación del receptor del 
factor de crecimiento epidérmico (EGFR) era capaz de contrarrestar el 
efecto de la mielina implicando la activación por fosforilación de este 
receptor en este proceso (Koprivica et al., 2005).  
EGFR es un receptor que se expresa ampliamente en el sistema 
nervioso central adulto, encontrándose en diversos tipos de neuronas 
tanto en el soma como en neuritas. En este trabajo se presentan 
evidencias de la activación de EGFR in vitro ante el tratamiento con 
Nogo66 y OMgp. El hecho de que EGFR no se encuentre en la 
membrana asociado al complejo receptor NgR/p75NTR/Lingo1 y que no 
parezca funcionar como receptor para los inhibidores de la mielina 
sugiere la posibilidad de una trans-activación en algún punto de la ruta 
de señalización que dispara el receptor NgR/p75NTR/Lingo1 (Koprivica et 
al., 2005).  
Aunque el mecanismo por el cual la mielina induce esta trans-
activación de EGFR es desconocido, parece ser dependiente de calcio 
por lo que podría ser consecuencia de la  liberación intracelular de 
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iones Ca2+ que provocan los inhibidores de la mielina (Koprivica et al., 
2005). 
 
Kinasa regulada por señales extracelulares (ERK1/2). 
La ruta de MAP quinasas Ras-Raf-MEK-ERK es una ruta de 
señalización muy conservada evolutivamente que se encuentra 
implicada en el control de mucho procesos celulares fundamentales que 
incluyen la proliferación, la supervivencia, la diferenciación, la 
apoptosis, la motilidad o el metabolismo (Kolch, 2005). 
En respuesta a una lesión en nervio periférico Sheu y 
colaboradores encontraron que las neuronas activan la fosforilación de 
ERK1/2, dentro del programa de regeneración (Sheu et al., 2000). 
En el contexto de la inhibición por mielina, en 2003 Gao y 
colaboradores propusieron que el mecanismo por el cual la 
preincubación con neurotrofinas es capaz de hacer a las neuronas 
insensibles a la inhibición por MAG en el que se había implicado el 
aumento de los niveles intracelulares de cAMP y la activación de la PKA 
(Cai et al., 2001), requiere de la activación de ERK1/2 (Gao et al., 2003).  
Se conocía que la activación de ERK en células no neuronales 
produce la fosforilación e inhibición de un grupo de moléculas 
implicadas en la degradación del cAMP, las Fosfodiesterasas 4 (PDE4s) 
(Hoffmann et al., 1999; Baillie et al., 2000). La subfamilia PDE4 
representa el grupo de fosfodiesterasa más abundante en tejido 
neuronal (aproximadamente el 70%). Gao y colaboradores demostraron 
que la incubación con neurotrofinas eleva la concentración de cAMP 
debido a una inhibición de las fosfodiesterasas dependiente de ERK1/2 
(Gao et al., 2003).  
Finalmente, en 2005, Koprivica y colaboradores comprobaron que 
el tratamiento con Nogo66 en cultivos primarios de CGNs es capaz de 
aumentar los niveles de fosfo-ERK1/2 y que este proceso es 
dependiente de la acción de EGFR (Koprivica et al., 2005). 
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3.1.5 LGI1 es una glicoproteína de secreción. 
Como ya se ha indicado en el capítulo anterior, la primera 
descripción de LGI1 publicada en 1998 por Chernova y colaboradores 
predecía la existencia de un dominio transmembrana situado tras el 
dominio N-term de la proteína constituido por las repeticiones ricas en 
leucina flanqueadas por regiones ricas en Cisteína. Según esta 
predicción y teniendo en cuenta que LGI1 presenta un péptido señal en 
el inicio de su secuencia que dirigiría la proteína hacia la membrana, 
Chernova y colaboradores propusieron que LGI1 se encontraría 
cruzando la membrana una única vez exponiendo el dominio N-term al 
exterior celular y la cola C-term al citoplasma (Chernova et al., 1998).  
En el presente trabajo, sin embargo, mediante programas de 
predicción más actualizados y fiables no fuimos capaces de detectar 
ningún dominio transmembrana en la proteína. Por otro en este trabajo 
también se describe un nuevo tipo de dominio en la región C-term de 
LGI1 cuya existencia no sería compatible con la presencia de un 
dominio transmembrana en esta región. 
Estos resultados nos llevaron a proponer en 2002 la posibilidad 
de que LGI1 fuera en realidad una proteína de secreción (Morante-
Redolat et al., 2002). 
Posteriores estudios de nuestro laboratorio han confirmado esta 
predicción, demostrando que LGI1 es una glicoproteína que se secreta, 
al menos en modelos in vitro de distintas líneas celulares. 
Complementando este resultado, se observa que la isoforma generada 
por procesamiento alternativo de LGI1 que se describe en esta tesis 
queda retenida en el interior celular (Sirerol-Piquer et al., 2006 en 
revisión). 
Aunque estas evidencias no forman parte directamente de los 
resultados de esta tesis, la confirmación de que LGI1 es una proteína de 
secreción sirvió de base para elaborar las hipótesis del trabajo que se 









Mediante la técnica del Doble Híbrido en levadura se identificaron 
proteínas con capacidad potencial para interaccionar con LGI1. El 
estudio de interacciones físicas en levadura con estas proteínas y otras 
relacionadas reveló que LGI1 era capaz de interaccionar con tres 
proteínas que se encuentran implicadas en la ruta de señalización de la 
inhibición de la regeneración de neuritas mediada por mielina en el 
sistema nervioso central: el receptor de Nogo (NgR), el inhibidor de RhoA 
(RhoGDI) y el receptor de neurotrofinas p75NTR. 
Combinando estos resultados con las evidencias obtenidas en 
nuestro laboratorio de la naturaleza de LGI1 como glicoproteína de 
secreción, nos planteamos la siguiente hipótesis de trabajo: 
 
La proteína LGI1 se encuentra implicada en la ruta de 
señalización de la inhibición de la regeneración mediada por la mielina 
pudiendo actuar bien como ligando extracelular uniéndose al complejo 
receptor en el que se encuentran NgR y p75, o bien a nivel intracelular 
en las células productoras y/o en otras células diana interaccionando 
con el inhibidor RhoGDI. 
 
Para comprobarla nos planteamos los siguientes objetivos: 
 
1.- Comprobar las interacciones encontradas en levadura en un 
sistema de líneas celulares de mamífero. 
2.-  Analizar papel de LGI1 como ligando extracelular. 
3.- Evaluar el posible efecto funcional de LGI1 sobre el proceso de 








3.3.1 Comprobación de las interacciones de LGI1 en un 
sistema de sobreexpresión en líneas celulares. 
Las proteínas candidatas seleccionadas a partir de estudio de 
Doble Híbrido y posterior estudio de interacciones físicas en levadura se 
clonaron en plásmidos de expresión en líneas celulares eucariotas 
comprobándose la interacción física con LGI1 mediante la técnica de la 
co-inmunoprecipitación. Además de las dos proteínas obtenidas por 
Doble Híbrido (NgR y RhoGDI) se comprobó la interacción con dos 
proteínas funcionalmente relacionadas con éstas: el receptor de 
neurotrofinas p75NTR, cuya interacción con LGI1 ya se había estudiado 
por co-inmunoprecipitación en levadura y la proteína Lingo1, tercer 
componente junto  NgR y p75NTR del complejo señalizador de los 
inhibidores presentes en la mielina. 
LGI1 fue clonada en un plásmido de expresión que fusiona un 
epítopo FLAG al extremo C-term de la proteína. En todos los casos el 
plásmido codificante para LGI1-Flag se transfectó en combinación con 
cada uno de los plásmidos con las proteínas a estudiar en células de la 
línea HEK293T utilizándose un anticuerpo monoclonal anti-FLAG para 
inmunoprecipitar LGI1-FLAG. 
 
3.3.1.1 LGI1-Flag vs HA-RhoGDI. 
RhoGDI se clonó en un plásmido de expresión fusionando 3 
epítopos HA en el extremo N-term de la proteína utilizándose un 
anticuerpo monoclonal anti-HA para detectarla por Western blot. 
En la Figura 25 se observa que no se logró coinmunoprecipitar 





3.3.1.2 LGI1-Flag vs myc-NgR. 
La construcción de la que disponíamos en el laboratorio para la 
expresión en líneas celulares consistía en el receptor de Nogo con la 
inserción de un epítopo Myc situado tras el punto de corte del Péptido 
Señal, aunque para la detección se utilizó un anticuerpo policlonal 
generado frente a la propia proteína. 
Para este experimento se utilizó como control positivo la 
interacción que existe entre Lingo1 y NgR, mediante el uso de una 
construcción de Lingo1 que presenta fusionado un epítopo Flag en su 
extremo C-term (Lingo1-Flag). 
En la Figura 26 se observa que en los lisados celulares, myc-NgR 
presenta un patrón electroforético de dos bandas de aproximadamente 
97 kDa y 70 kDa. En el resultado de la co-inmunoprecipitación 
observamos que, mientras Lingo1-Flag es capaz de inmunoprecipitar las 
dos bandas de myc-NgR, LGI1-Flag presenta una interacción positiva 






















ID: ms-anti HA 36,1 kDa
55,4 kDa
Figura 25: Ensayo de Co-
inmunoprecipitación 
entre  LGI-Flag y HA-
RhoGDI en HEK293T. 
Panel superior: Niveles de 
LGI1-Flag 
inmunoprecipitados (IP) con 
ms anti-Flag.  
Panel central: Resultado de 
la co-inmunoprecipitación. 
Se observan las cadenas 
pesada y ligera del anti-
cuerpo primario detectadas 
por el secundario anti-
ratón. No se detecta HA-
RhoGDI en ninguna 
carrera. Panel inferior: 
Comprobación de la 
expresión de HA-RhoGDI en 
ID: Anticuerpo utilizado 
para la inmunodetección en 






3.3.1.3 LGI1-Flag vs myc-p75NTR. 
Como en el caso anterior, p75NTR presenta un epítopo myc tras el 
punto de corte del Péptido Señal, aunque se utilizó un anticuerpo 


























Figura 27: Ensayo de Co-
inmunoprecipitación entre  LGI-
Flag y myc-p75NTR en HEK293T. 
Panel superior: Niveles de LGI1-
Flag o Lingo1-Flag como control 
positivo de interacción con p75 
inmunoprecipitados (IP) con ms 
anti-Flag.  
Panel central: Resultado de la co-
inmunoprecipitación. Se observa 
que tanto Lingo1-Flag como LGI1 
Flag son capaces de interaccionar 
con myc-p75NTR.  
Panel inferior: Comprobación de la 
expresión de myc-p75NTR 
ID: Anticuerpo utilizado para la 
inmunodetección en el Western blot. 































Figura 26: Ensayo de Co-
inmunoprecipitación entre LGI1-
Flag y myc-NgR en HEK293T. 
Panel superior: Niveles de LGI1-Flag 
o Lingo1-Flag como control positivo 
de interacción inmunoprecipitados 
(IP) con ms anti-Flag.  
Panel central: Resultado de la co-
inmunoprecipitación. Se observa que 
mientras que Lingo1-Flag es capaz 
de interaccionar con las dos 
poblaciones de proteína presentes en 
el patrón electroforético de myc-NgR, 
LGI1-Flag sólo interacciona con la de 
menor tamaño molecular. Panel 
inferior: Comprobación de la 
expresión de myc-NgR. 
ID: Anticuerpo utilizado para la 
inmunodetección en el Western blot. 
(ms): ratón (rb): conejo. 
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De nuevo se utilizó la construcción Lingo1-Flag como control 
positivo ya que también es capaz de interaccionar con p75NTR.  
En la Figura 27 se observa que tanto Lingo1-Flag como LGI1-Flag 
interaccionan con myc-p75NTR. 
 
3.3.1.4 LGI1-Flag vs Lingo-1. 
En la figura 28 se puede ver que existe una interacción muy 
robusta entre LGI1-Flag y la proteína Lingo1. 
 
3.3.2 LGI1 como ligando extracelular. 
El hecho de que LGI1 sea una proteína de secreción sugiere la 
posibilidad de que ejerza su función uniéndose a la superficie de otras 
células, potencialmente mediante un receptor específico. 
 
3.3.2.1 Ensayos de biotinilación de proteínas de superficie. 
Las interacciones observadas mediante coinmunoprecipitación en 



















Figura 28: Ensayo de Co-
inmunoprecipitación entre  
LGI-Flag y Lingo1 en 
HEK293T. 
Panel superior: Niveles de 
LGI1-Flag inmunoprecipitados 
(IP) con ms anti-Flag.  
Panel central: Resultado de la 
co-inmunoprecipitación. Se 
observa una interacción muy 
robusta entre LGI1-Flag y 
Lingo1. Panel inferior: 
Comprobación de la expresión 
de Lingo1. 
ID: Anticuerpo utilizado para la 
inmunodetección en el Western 
blot. (ms):ratón (rb): conejo. 
Resultados 
 129 
ser receptores de LGI1. Como paso previo a caracterizar la posible 
relación ligando-receptor entre LGI1 y estas moléculas, se decidió 
comprobar que los tres receptores eran capaces de localizarse en la 
membrana celular, expuestos hacia el exterior en un sistema in vitro de 
sobre-expresión. Para esto se empleó la técnica de la biotinilación de 
proteínas de superficie con la que en un primer paso se consigue 
biotinilar todas las proteínas situadas en la superficie celular de un 
cultivo de células transfectado con la proteína de interés. 
Posteriormente se realiza un “arrastre” o pull down con una matriz 
conjugada a Estreptavidina que une las proteínas biotiniladas. 
Finalmente mediante SDS-PAGE y Western blot se analiza la presencia 
de la proteína estudiada. Este experimento se realizó sobre células 
HEK293T transfectadas individualmente con los receptores myc-NgR, 
myc-p75NTR y Lingo1. En la figura 29 se puede ver que los tres 
receptores se detectan al realizar el arrastre con la matriz de 
Estreptavidina, lo que significa que las células HEK293T han sido 
capaces de expresarlos y transportarlos a la membrana correctamente. 
En el experimento correspondiente a myc-NgR se observa que de las dos 
bandas que se detectan en el lisado, tan sólo la banda de mayor tamaño 











Figura 29: Detección de NgR, 
p75NTR y Lingo1 en la membrana 
mediante biotinilación de 
proteínas de superfície y 
arrastre con Estreptavidina. 
lis. Lisado celular 
PD Biotina: Resultado del arrastre 
(pull down: PD) con la matriz de 
Estreptavidina que captura las 
proteínas biotiniladas en el lisado. 
Los Western blots se revelaron (ID) 
con anticuerpos policlonales 
contra cada uno de los receptores. 
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3.3.2.2 Ensayos de unión de AP-LGI1 soluble a la membrana. 
Para comprobar la habilidad de LGI1 de unirse a la superficie 
celular se utilizó una fusión de LGI1 con la fosfatasa alcalina (AP) de 
placenta humana en su extremo N-term, cuya actividad enzimática 
puede detectarse utilizando los sustratos adecuados revelando así la 
presencia de la proteína de fusión. 
El objetivo de este experimento era demostrar que LGI1 añadida 
exógenamente a un cultivo de células PC12 diferenciadas a fenotipo 
neuronal podía unirse de manera específica a la membrana de estas 
células. 
El tratamiento se realizó mediante la utilización de medios 
condicionados enriquecidos en la proteína de fusión AP-LGI1 o bien AP 
secretada como control negativo. Los medios provenientes de células 
HEK293T transfectadas con plásmido AP-LGI1 o plásmido control 
secretando la proteína durante 48 h se recolectaron, se concentraron y 
se estimó la concentración AP-LGI1 y AP mediante la medida de la 
actividad enzimática de la fosfatasa alcalina del medio. 
Inicialmente se realizó la detección de la unión de AP-LGI1 in situ 
sobre células PC12 diferenciadas con NGF en cultivo. Las células se 
trataron con medios condicionados que contenían AP-LGI1 o AP a una 
concentración de 15 nM y, tras los correspondientes lavados, se detectó 
la proteína mediante un sustrato cromogénico de la AP que tiñe de color 
oscuro las zonas en las que la actividad AP y por tanto LGI1 está 
presente. 
En la figura 30 se observa una fuerte unión de AP-LGI1 a las 
células PC12 diferenciadas, marcándose tanto el soma como las 
neuritas. Esta unión es específica de LGI1 ya que en el control tratado 





El uso de proteínas de fusión a AP permite, además de la 
detección in situ, la cuantificación de la unión mediante la incubación 
del lisado total de las células preincubadas con la proteína de fusión 
con un sustrato específico de la AP que produce un producto coloreado 
que se puede medir en un espectrofotómetro. 
Para establecer si la unión de AP-LGI1 a las células PC12 
diferenciadas resultaba dependiente de dosis, sugiriendo por tanto la 
presencia de un sitio de unión específico en la membrana, se incubaron 
las células con concentraciones crecientes de AP-LGI1 o AP (0 nM, 5 
nM, 10 nM, 20 nM y 40 nM) lavando posteriormente el exceso de 
proteína no unida a la membrana. La detección se realizó sobre el lisado 
celular en condiciones no limitantes de sustrato de la fosfatasa alcalina 
(pNPP) deteniendo la reacción a los 120 min, tiempo para el que 
 
 
Figura 30: Unión de APLGI1 a la superficie de células PC12 diferenciadas 
a fenotipo neuronal. Células PC12 diferenciadas con 50 ng/ml de NGF 
durante 48 h tratadas con medio condicionado concentrado conteniendo 
APLGI1 (A, C, D) o control AP (B) a 15 nM. La actividad fosfatasa alcalina se 





previamente se había comprobado que la reacción con la máxima 
concentración de AP-LGI1 no alcanzaba un punto de saturación por 
consumo del sustrato. Para normalizar los datos se midió la 
concentración de proteína total en cada lisado expresándose los 
resultados finales como el cociente entre la absorbancia a 405 nm 
proveniente del sustrato cromogénico de la AP y los mg de proteína 
ensayados multiplicado por 1000. 
En la Figura 31 se observa que la unión de AP-LGI1 a las células 
PC12 diferenciadas es dependiente de dosis alcanzándose un punto de 




Con estos resultados queda patente la habilidad de LGI1 como 
proteína de secreción de unirse a la superficie externa de células PC12 
diferenciadas a fenotipo neuronal. Teniendo en cuenta que en un 
sistema de coexpresión en células HEK293T LGI1 es capaz de 
interaccionar físicamente con Lingo1, myc-p75NTR y myc-NgR y que 
estas moléculas se localizan en la membrana, expuestas al exterior, se 
plantea la posibilidad de que la unión de LGI1 a la membrana esté 
mediada por estos receptores. 
Para comprobar esta posibilidad se utilizó la misma aproximación 
experimental utilizada sobre las PC12 condicionando medios 























Figura 31: Curva de unión 
dependiente de dosis de 
APLGI1 a la membrana. 
AP binding con concentraciones 
crecientes de APLGI1/AP sobre 
PC12 diferenciadas. Se 
representa concentración de 
medio condicionado frente a 
Absorbancia a 405 proveniente 
de sustrato pNPP normalizada 
entre condiciones dividiendo 
por los mg totales de proteína 
en el ensayo x 1000. 
Resultados 
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sobre cultivos de células COS7 sin transfectar o transfectadas con cada 
una de estas tres moléculas de forma individual. Las células se trataron 
con medio condicionados conteniendo 15 nM de AP-LGI1 o AP 
estimándose la unión por el método cuantitativo. 
En la Figura 32 se muestra la gráfica de resultados en la que se 
observa que no existen diferencias significativas entre las distintas 
condiciones, encontrándose unión de AP-LGI1 incluso a las células 
COS7 sin transfectar. 
 
3.3.3 Efecto funcional de LGI1 sobre la inhibición del 
crecimiento mediada por la mielina. 
Los receptores p75NTR, NgR y Lingo1 forman un complejo receptor 
en la membrana de determinadas neuronas el cual reconoce a los 
inhibidores presentes en la mielina: Nogo66, MAG y OMgp 
transduciendo la señal inhibitoria que culmina con el colapso del cono 
de crecimiento y la inhibición de crecimiento de neuritas. 
Teniendo en cuenta la interacción de LGI1 con estas moléculas y 
su capacidad para unirse a la superficie celular de modo dependiente 






























Figura 32: Unión de APLGI1 a la superficie de células COS7 
trasfectadas con NgR, p75NTR o Lingo1. 
Las células COS7 se transfectaron por lipofección con cada uno de 
los receptores de manera individual (myc-NgR, myc-p75NTR, Lingo1 
realizándose el ensayo de AP binding cuantitativo con medio 
condicionado concentrado APLGI1 o control AP a una concentración 
de 15 nM. Se observa la unión de APLGI1 en todas las condiciones 
incluyendo células no transfectadas (Mock). 
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tratamiento con LGI1 en el proceso de inhibición mediado por la 
mielina. Los dos modelos experimentales más utilizados para estudiar 
este proceso in vitro son el colapso del cono de crecimiento en explantes 
de ganglio de raíz dorsal de pollo (DRGs) tratados con mielina en forma 
soluble y la inhibición del crecimiento de neuritas en cultivos de 
neuronas granulares de cerebelo (CGNs) de rata o ratón creciendo sobre 
sustratos basados en mielina. 
Para los tratamientos con LGI1 se utilizaron medios 
condicionados concentrados obtenidos a partir de células HEK293T 
transfectadas con la construcción LGI1-FLAG o con el vector vacío como 
control negativo. Al día siguiente de la transfección el medio de las 
células se cambió por medio reducido en suero Optimem I dejándose 
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Figura 33: Acumulación de LGI1-Flag en el 
medio condicionado. 
Las células HEK293T se transfectaron con 10 μg 
de cada construcción (pFlag-LGI1cpt o pFlag vacío). 
Al día siguiente el medio se cambió por medio 
Optimem I dejándose condicionar durante 48 h. 
Para comprobar la secreción se realizó una 
inmunoprecipitación con ratón (ms) anti-Flag 
directamente sobre 1 ml del medio. 
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En la figura 33 puede verse mediante una inmunoprecipitación 
directa del medio como LGI1-Flag se acumula en el medio durante las 
48 h de condicionamiento. Tras el condicionamiento el medio se 
concentró unas 30 veces mediante unidades de filtración Amicon Ultra 
YM-30 (Millipore). 
 
3.3.3.1 Efecto de LGI1 sobre el colapso del cono de crecimiento. 
Explantes de ganglio de raíz dorsal (DRGs) de embrión de pollo de 
estadío 13 (E13) se trataron con concentraciones crecientes de mielina 
en forma soluble (0, 1, 10, 50 μg/ml) combinada con medio de cultivo 
control Optimem I o  con medio condicionado concentrado LGI1-FLAG o 
control vector pFlag vacío. Tras 60 minutos de tratamiento las neuronas 
fueron fijadas y teñidas evaluándose el colapso de los conos de 
crecimiento contando el número de conos de aspecto colapsado (sin 
filopodios y lamelipodios) con respecto al número de conos totales 
observados. 
 
En la figura 34A se muestran microfotografías representativas de 
cada uno de los tratamientos. En ellas se observa que los conos de 
crecimiento tratados con medio condicionado control se comportan de 
modo normal presentando una estructura activa en ausencia de mielina 
y colapsando cuando la mielina está presente. Sin embargo, los conos 
de crecimiento tratados con LGI1-Flag mantienen su estructura y no 
colapsan en presencia de mielina. En la Figura 34B se representan los 
datos cuantitativos del % de conos colapsados en tres experimentos 
independientes. La reducción en el colapso del cono de crecimiento en 
células tratadas con LGI1 en presencia de mielina resulta patente 
siendo estadísticamente significativa a concentraciones de mielina 






3.3.3.1 Efecto de LGI1 sobre la inhibición del crecimiento de 
neuritas. 
Para este experimento se utilizaron cultivos primarios de 
neuronas granulares de cerebelo (CGNs) obtenidas a partir de cerebelos 
disgregados de ratas en estadío postnatal entre P8 y P10. Las células se 
sembraron sobre una superficie sobre la que previamente se había 













































Figura 34: Efecto del 
tratamiento con LGI1 
sobre el colapso del 
cono de crecimiento en 
presencia de mielina. 
Explantes de DRG de 
embrión de pollo de 
estadío E13 se cultivaron 
y trataron con mielina 
soluble mezclada con 
medio control Optimem I, 
medio condicionado 
control (Flag) o medio 
condicionado LGI1-Flag. 
A) Microfotografías de 
campos representativos 
para cada tratamiento. Se 
observa el compor-
tamiento normal de los 
axones tratados con 
medio control (a, c) y el 
efecto protector ante el 
colapso inducido por la 
mielina en los 
tratamientos con medio 
LGI1-Flag (b, d). 
B) Cuantificación del 
colapso de cono como % 
de conos colapsados (sin 
filopodios ni lamelipodios) 
respecto al total de los 
conos observados. (*) 
p<0,05 en ANOVA 







μ μ  
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L-Lisina como control. Tras permitir que las células obtenidas en 
suspensión se adhirieran a la superficie durante 30 min, se trataron 
con los medios condicionados concentrados LGI1-FLAG o control Flag 
permitiéndoles crecer durante 18-20 h. Tras este tiempo los cultivos se 
fijaron y tiñeron procediéndose a cuantificar el número y longitud de las 
neuritas presentes en campos representativos de cada una de las 
regiones de concentración conocida de mielina como sustrato (ver 

























Figura 35: Efecto del tratamiento con LGI1 sobre la inhibición del 
crecimiento de neuritas mediada por mielina. 
Cultivos primarios de CGNs de rata de estadío P8-P10 se sembraron sobre 
distintas cantidades de mielina inmovilizada o poli-L-Lisina como control. 
Una vez adheridas (30 min) se realizaron tratamientos con medio 
condicionado concentrado LGI1-Flag o control Flag manteniendo las células 
en contacto con los medios durante 18-20 h. En la figura se muestran 
microfotografías de los cultivos fijados y teñidos con Hoechst (azul) que tiñe 
los núcleos  y anti βIII-tubulina (verde) que tiñe los microtúbulos 
permitiendo visualizar las neuritas. El aspecto de las células creciendo en 
ausencia de mielina es el mismo en el tratamiento con medio control Flag 
(a) que en el tratamiento con medio LGI1-Flag (b). Sin embargo las CGNs 
tratadas con LGI1-Flag son capaces de emitir neuritas en presencia de 





En la Figura 35 se presentan microfotografías representativas de 
las neuronas creciendo en ausencia de mielina o sobre 1,5 μg de 
mielina como sustrato, tratadas con medio condicionado LGI1-Flag o 
con medio condicionado control Flag. En el caso de las CGNs creciendo 
en ausencia de mielina, se observa que aparentemente el tratamiento 
con el medio condicionado LGI1-Flag o control no tiene efecto sobre el 
crecimiento de neuritas. Sin embargo, en las neuronas creciendo sobre 
mielina se observa una inhibición en el crecimiento de neuritas en 
presencia de medio condicionado control que no está presente en las 
tratadas con LGI1-Flag.  
 
Cuantificando el número y longitud de neuritas por célula en 
campos representativos para cada cantidad de mielina y refiriendo los 
datos como el porcentaje del crecimiento basal en ausencia de mielina, 
se observa que la tendencia a la inhibición conforme aumenta la 
cantidad de mielina que se observa en las CGNs tratadas con medio 
condicionado control, se encuentra muy reducida en las células 
tratadas con LGI1-Flag. Como se muestra en la figura 36, no existen 
diferencias estadísticamente significativas en el porcentaje de 
crecimiento de neuritas entre las células tratadas con LGI1-Flag en 
presencia de distintas cantidades de mielina. Se puede ver que el 
tratamiento con LGI1-Flag reduce significativamente la inhibición del 






3.3.2 Efecto de LGI1 sobre el estado de fosforilación de la 
quinasa regulada por señales extracelulares ERK1/2. 
Resultados anteriores del grupo de Cowell habían demostrado que 
la reintroducción forzada de LGI1 en células de glioblastoma sin 
Medio control n=8 (pocillos)




















Medio LGI1Flag n=8 (pocillos)







































































Figura 36: Cuantificación del efecto del tratamiento con LGI1 sobre la 
inhibición del crecimiento de neuritas mediada por mielina. 
El número total de células por campo se calculó a partir de las imágenes 
obtenidas de la tinción de Hoechst. La longitud de las neuritas se determinó 
por medio del complemento NeuronJ para el programa ImageJ, El 
crecimiento de las neuritas fue calculado como longitud media de las 
neuritas por campo fotografiado, dividido entre la media de células por 
campo medido. Los datos entre campos fueron promediados, obteniéndose 
los duplicados de las medidas de la longitud media de las neuritas por 
célula de cada condición ensayada. Para comparar entre condiciones, el 
valor fue normalizado respecto al valor de crecimiento obtenido en la 
condición ensayada sin mielina, considerada línea base de crecimiento. A) 
Representación conjunta de los tratamientos control Flag y LGI1-Flag para 
las distintas cantidades de mielina. Se observa el efecto atenuante de la 
inhibición mediado por LGI1-Flag. B) Datos globales de 4 experimentos 
independientes (2 réplicas por experimento). Se observa que la mielina no 





expresión endógena de LGI1 promueve una reducción en los niveles de 
expresión de las metaloproteasas de matriz extracelular MMP1 y MMP3 
y que este efecto se da por la reducción en los niveles de ERK1/2 
fosforilado (Kunapuli et al., 2004). Los resultados obtenidos hasta ahora 
apoyan el papel de LGI1 como ligando extracelular por lo que se decidió 
comprobar si el efecto observado por Cowell y colaboradores sobre 
ERK1/2 podía reproducirse añadiendo LGI1 de forma soluble.  
Para evaluar el efecto del tratamiento con LGI1 sobre los niveles 
intracelulares de ERK1/2 fosforilado se utilizó la misma aproximación 
experimental en la que se había encontrado unión de LGI1 a la 
membrana, es decir, cultivos de células PC12 diferenciadas a fenotipo 
neuronal tratadas con medios condicionados concentrados provenientes 
de células HEK293T transfectadas con la construcción AP-LGI1 o AP 
control.  
La ruta de las MAP quinasas en la que se encuentra ERK1/2 es 
una ruta de señalización muy sensible a señales extracelulares y se 
encuentra implicada en numerosos procesos celulares tan importantes 
como la proliferación o la diferenciación. De hecho, la diferenciación a 
fenotipo neuronal de las células PC12 mediada por el factor de 
crecimiento nervioso (NGF) requiere de niveles elevados y mantenidos 
de ERK1/2 fosforilado. Por otra parte, durante el condicionamiento de 
los medios, las células HEK293T además de secretar las proteínas 
sobreexpresadas APLGI1 y AP, secretan otro tipo de factores 
provenientes de su metabolismo que podrían afectar al estado activo de 
la ruta de ERK1/2. Para minimizar los efectos sobre la ruta 
provenientes del tratamiento con NGF y de las moléculas presentes en 
el medio condicionado, las células PC12 diferenciadas durante 48 h con 
NGF se trataron durante 2 horas con medio condicionado concentrado 
proveniente de cultivos de células HEK293T sin transfectar. De este 
modo se pretendía devolver ERK1/2 a un estado que llamaríamos basal 
en nuestro sistema. Así, al añadir los medios condicionados AP-LGI1 y 
AP sobre el medio condicionado control sin transfectar realizando 
tratamientos de 5 y 15 minutos, se esperaba que, en caso de existir 
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algún efecto sobre el estado de fosforilación de ERK1/2, fuera debido 
exclusivamente a la presencia de AP-LGI1. 
 
 
En la figura 37A se muestran los resultados del Western blot 
realizado con los lisados de las células PC12 tratadas exclusivamente 


































Figura 37: Efecto de LGI1 soluble sobre el estado de 
fosforilación de ERK1/2. 
Células PC12 diferenciadas con NGF durante 48 h se 
preincubaron durante 2 horas con medio condicionado 
concentrado proveniente de células HEK293T para 
lograr un estado de la ruta de señalización de ERK1/2 
que se consideró basal. Tras ese tiempo se realizaron 
tratamientos con medio condicionado concentrado 
APLGI1 o control AP a una concentración de 15nM 
durante 5 y 15 min. A) Niveles de fosfo-ERK1/2 
(pERK1/2) y ERK total en los distintos tratamientos 
detectados por SDS-PAGE y Western blot. 
B) Cuantificación de los resultados de dos 
experimentos independientes. Se representa la relación 
entre la intensidad de las bandas de pERK1/2 respecto 
a las de ERK1/2 total calculado como porcentaje 






con medio condicionado control o con medio condicionado control más 
tratamientos con AP-LGI1 o AP. Se puede ver que los niveles de ERK1/2 
fosforilado permanecen similares al estado basal representado por el 
tratamiento con el medio control, mientras que existe una disminución 
en los niveles de ERK1/2 fosforilado consecuencia del tratamiento con 
AP-LGI1. En el panel inferior se muestran los niveles de ERK1/2 totales 
comprobándose que las diferencias observadas son realmente en los 
niveles de la proteína en estado fosforilado y no en los niveles totales. 
Mediante el programa MultiGauge V2.1, de Fujifilm, se determinó 
el porcentaje de disminución en los niveles de fosfo-ERK1/2 calculando 
la relación entre la intensidad de las bandas de fosfo-ERK1/2 (pERK1 + 
pERK2) con respecto a las de ERK total (ERK1 + ERK2) para cada 
muestra. Los resultados se representaron como % de la relación 








En este trabajo se describe el primer gen causante de 
epilepsia en humanos que no codifica para un canal iónico. 
En los últimos 20 años, el estudio de las epilepsias monogénicas 
ha aportado gran cantidad de datos acerca de la fisiopatología que se 
encuentra detrás de un grupo tan amplio y variado de enfermedades 
como son las epilepsias. A pesar de que corresponden a un pequeño 
porcentaje del total, la facilidad relativa para la identificación del defecto 
molecular responsable de su aparición en comparación con las 
epilepsias no monogénicas, las ha hecho diana de multitud de estudios 
genético-moleculares. 
La identificación en 1995 del primer gen responsable de un 
síndrome epiléptico idiopático (mutaciones en el receptor nicotínico 
neuronal de acetilcolina 4 (CHRNA4) en la Epilepsia Familiar Nocturna 
del Lóbulo Frontal, Steinlein et al., 1995) permitió establecer la primera 
correlación entre una función relacionada con la conducción eléctrica 
neuronal y la patología epiléptica. Desde entonces se han identificado 
mutaciones en un total de 15 genes codificantes para subunidades de 
canales iónicos dependientes de voltaje o de ligando, demostrando que 
tanto el aumento de los mecanismos excitatorios como la disminución 
del control inhibitorio de la conducción nerviosa son capaces de generar 
una hiperexcitabilidad y desembocar en una patología epiléptica. Sin 
embargo, el hecho de que la mayoría de epilepsias para las que se 
conoce el gen responsable estén causadas por defectos en canales 
iónicos o en sus subunidades accesorias no ha de implicar 
necesariamente que éste sea el único mecanismo. En teoría, defectos 
genéticos que alteren la plasticidad neuronal, la formación de las redes 
neuronales durante el desarrollo o el metabolismo neuronal podrían 
conducir igualmente a desajustes en la actividad eléctrica de las 
neuronas y a un fenotipo epiléptico. El gen responsable de la Epilepsia 
Lateral Temporal Autosómica Dominante que se identifica y se 
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caracteriza en este trabajo es el primer ejemplo conocido de mutaciones 
en un gen que no codifica para un canal iónico causantes de epilepsia 
en humanos. Previamente se habían identificado dos genes 
responsables de los fenotipos observados en dos cepas de ratón 
caracterizados por crisis audiogénicas (causadas por un estímulo 
auditivo): el receptor  de serotonina tipo 2C (5-HT2C) (Brennan et al., 
1997) y el gen Vlgr1 identificado inicialmente como el locus Mass1 
causante de epilepsia audiogénica en el ratón Frings (Skradski et al., 
1998; Skradski et al., 2001), pero no se había podido relacionar a sus 
ortólogos en humanos como causantes de epilepsia. 
Con estos antecedentes, en el año 2000 se inició el rastreo de 
genes candidatos en las familias afectadas por ADLTE de las que 
disponía el Consorcio Europeo para el Estudio de ADLTE. La región 
mínima de 3cM acotada por solapamiento de los estudios de ligamiento 
publicados (Ottman et al., 1995; Poza et al., 1999) correspondía a 
aproximadamente 3,9Mb pero la información disponible en aquel 
momento acerca de los genes contenidos en esa región del cromosoma 
10 era incompleta. En la región de 10cM acotada en el ligamiento 
realizado en la familia americana (Ottman et al., 1995) se habían 
propuesto algunos genes ya conocidos cuya función les podría hacer 
potenciales candidatos: dos receptores adrenérgicos (β-1 y α2A), genes 
relacionados con el metabolismo del glutamato que potencialmente 
podían tener un efecto sobre la disponibilidad de este neurotransmisor 
para la transmisión excitatoria, la Protein Kinasa calcio/calmodulina 
dependiente γ como modulador metabólico, así como secuencias 
homólogas a otros receptores de membrana conocidos (Ottman et al., 
1995). De todos estos genes, tan sólo el receptor adrenérgico α-2A 
(ADRA2A) se encontraba en la región mínima de 3cM establecida por el 
solapamiento de los estudios de ligamiento (Ottman et al., 1995; Poza et 
al., 1999), pero había sido previamente descartado al no encontrar 
mutaciones en su secuencia codificante en individuos afectados de 
ADLTE (Wilson et al., 1998). 
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Por otra parte, a partir de la elaboración del mapa físico de la 
región 10q24 (Gray et al., 1997) y la localización de genes en esta zona 
con expresión en el cerebro (Nobile et al., 1999), en 2002 se describió 
un nuevo gen, homólogo al gen porcino tmp83.5 de S. scrofa, que se 
denominó HTMP10 el cual también se rechazó como gen candidato de 
ADLTE en un estudio mutacional sobre miembros de familias afectadas 
(Nobile et al., 2002). 
Asumiendo que no era en absoluto descartable que algún gen aún 
no identificado, codificante o no para un canal iónico, localizado en esta 
región fuera el gen responsable, se decidió comenzar a buscar 
mutaciones en los genes de los que se disponía información a pesar de 
que ninguno de ellos se ajustaba al perfil idóneo de gen candidato al no 
codificar ninguno de ellos canales iónicos u otras proteínas 
relacionadas con la transmisión del impulso nervioso. 
LGI1 era un gen relativamente pequeño, con 8 exones y los 
estudios de expresión por Northern blot publicados previamente 
mostraban una expresión restringida principalmente al cerebro con 
amplia distribución en las diferentes áreas y, aunque se había predicho 
su localización transmembrana, su estructura claramente no 
correspondía con un canal. 
Las familias de las que se disponía presentaban un fenotipo 
compatible con ADLTE aunque con ligeras variaciones. Las epilepsias 
son un conjunto muy extenso de síndromes con características clínicas 
que no siempre son sencillas de identificar y clasificar. Este hecho, 
junto a la variabilidad existente entre individuos afectados del mismo 
síndrome epiléptico hace difícil su diagnóstico. La característica 
definitoria en este caso, fue la presencia de crisis parciales con 
componente auditivo y frecuente generalización secundaria, aunque 
también se encontraron crisis con componente visual o cursando con 
afasia. Ligamiento demostrado o probable a la región 10q24 había sido 
previamente descrito para algunas de ellas, en el resto el número 
reducido de individuos disponibles hacía imposible el estudio genético 
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por lo que se incorporaron al estudio exclusivamente por sus 
características clínicas.  
La primera mutación identificada en la secuencia de LGI1 
(c.758delC) se encontró en la familia vasca en la que se había acotado el 
haplotipo mínimo de 15cM en 1999 (Poza et al., 1999), sin embargo la 
segunda mutación (c.1420C>T) se identificó en una familia de tan sólo 
cuatro miembros, tres de ellos afectados, en la que no se había podido 
comprobar el ligamiento. 
El hecho de haber detectado dos mutaciones diferentes en el 
mismo gen en dos familias no relacionadas pero afectadas por el mismo 
síndrome, sumado al hecho de no encontrar esos mismos cambios al 
analizar muestras de población control del mismo grupo étnico, 
identifica a LGI1 como el gen responsable de la patología, al menos en 
estas familias. Por esta razón se propuso un nombre alternativo para la 
proteína codificada por este gen haciendo referencia a la epilepsia 
parcial del lóbulo temporal denominándose Epitempina.  
El resto de familias disponibles se sometió al mismo estudio pero 
no se identificaron cambios en la secuencia de LGI1 en ninguno de los 
afectados. Esto puede ser debido a la metodología utilizada para el 
rastreo de mutaciones ya que la amplificación y posterior secuenciación 
de los exones incluyendo un pequeño fragmento de la región intrónica 
circundante no permite identificar microdeleciones de exones 
completos, mutaciones en la región intrónica no analizada que puedan 
afectar al procesamiento, o cambios que afecten a la secuencia del 
promotor. Por otra parte tampoco se puede descartar que exista 
heterogeneidad genética y que estas familias sean portadoras de 
mutaciones en otro gen. En este sentido, se han descrito familias con 
fenotipos compatibles con ADLTE en las que se ha descartado 
ligamiento a la región 10q24 (Bisulli et al., 2002; Michelucci et al., 
2003; Berkovic et al., 2004).   
Además de las dos mutaciones que se describen en este trabajo, 
hasta la fecha se han encontrado un total de 20 mutaciones en la 
secuencia de LGI1 en familias con Epilepsia Lateral Temporal 
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Autosómica Dominante. Aunque las características clínicas presentan 
variaciones entre las familias, todas ellas se caracterizan por una 




Las mutaciones, encontradas en todos los casos en heterocigosis, 
provocan la aparición de proteínas truncadas de diferente tamaño o 
bien cambios puntuales de un aminoácido por otro. Las mutaciones se 
distribuyen a lo largo de toda la secuencia de LGI1 no encontrándose 
regiones con mayor concentración de cambios. Tampoco se han 
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Figura 38: Localización de las mutaciones en LGI1 asociadas a ADLTE 
publicadas hasta la fecha. 
La arquitectura de dominios que se presenta en esta fgura corresponde a la 
descripción actual de LGI1 y difiere en la región C-term con los resultados 
presentados en el capítulo 2 de esta tesis. En las próximas páginas se 
discutirán estas diferencias. PS: Péptido Señal, LRRs: Repeticiones ricas en 
Leucina, LRRNt y LRRCt: dominios flaqueantes de LRRs ricos en Cisteína. 
EPTPs: Repeticiones de tipo EPTP. Resaltadas en azul mutaciones que 
provocan cambios de aminoácido. Resaltadas en naranja mutaciones que 
conducen a proteínas truncadas. 
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encontrado diferencias evidentes en el fenotipo asociadas al impacto de 
la mutación sobre la proteína, a pesar de que algunas de las 
mutaciones provocan la aparición de codones de parada muy 
prematuros. La posición relativa de las mutaciones encontradas sobre 
la estructura de dominios de la proteína se esquematiza en la figura 38.  
Las sustituciones de aminoácido encontradas hasta la fecha son: 
E383A (Kalachikov et al., 2002), C46R (Gu et al., 2002), F318C (Fertig 
et al., 2003), C200R, V432E (Michelucci et al., 2003), C435G (Hedera 
et al., 2004), C42R, I298T, A110D (Ottman et al., 2004), C42G, S473L 
(Berkovic et al., 2004) y L154P (Pisano et al., 2005). 
 
 
En la figura 39, por otra parte, se representan las proteínas 
truncadas consecuencia de mutaciones descritas hasta la fecha: 
c.1639insA, c.835delC, IVS3(-3)C>A, c.1050-1051delCA  (Kalachikov 
546+7c.1639insA (Kalachikov et al., 2002)
c.1420C>T (Morante-Redolat et al., 2002) 474
LGI1cpt 557
IVS7(-2)A>C (Kobayashi et al., 2003) 280
IVS3(-3)C>A (Kalachikov et al., 2002)
120
c.1050-1051delCA (Kalachikov et al., 2002) 350+30
c.835delC (Kalachikov et al., 2002)
203+34
c.758delC (Morante-Redolat et al., 2002)
252+31
c.329delC (Hedera et al., 2004)
110+7  
Figura 39: Representación de las proteínas truncadas 
consecuencia de mutaciones en LGI1 asociadas a 
ADLTE. 
En rojo se representan fragmentos de la proteína con 
secuencia específica de la forma mutante consecuencia de 
un cambio en la pauta de lectura. Los tamaños de las 
proteínas truncadas se representan en comparación con la 
isoforma completa de LGI1 (LGI1cpt). 
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et al., 2002),  c.758delC, c.1420C>T (Morante-Redolat et al., 2002) 
IVS7(-2)A>C (Kobayashi et al., 2003), c.329delC (Hedera et al., 2004). 
Una vez identificado LGI1 como gen causante de ADLTE el 
siguiente objetivo fue caracterizar esa relación causal analizando la 
estructura y función del gen para poder determinar, en última instancia 
cómo mutaciones en su secuencia conducen a una patología epiléptica 
focal en la región lateral del lóbulo temporal. 
 
La estructura de dominios de LGI1 descrita en este trabajo 
discrepa con la descripción publicada en 1998. 
A pesar de que LGI1 había sido descrito previamente, la 
información de la que se disponía acerca de su biología era muy 
reducida.  
El análisis de arquitectura de dominios llevado a cabo reveló en la 
región N-term la presencia de los dominios que ya habían sido descritos 
en el estudio de Chernova y colaboradores (Chernova et al., 1998): un 
péptido señal y un dominio constituido por 3 repeticiones ricas en 
Leucina flanqueadas por dos repeticiones ricas en Cisteína. Esta 
combinación de dominios es bastante frecuente y se suele encontrar 
mediando interacciones proteína-proteína. Sin embargo en la región C-
term los resultados obtenidos discrepan con los anteriormente 
descritos. En primer lugar utilizando el programa TMHMM v2.0 (Krogh 
et al., 2001) para la predicción de regiones en la proteína que puedan 
comportarse como dominios transmembrana, ningún fragmento de la 
secuencia proteica de LGI1 superó el umbral requerido por el programa 
para ser considerada dominio transmembrana, a pesar de que en la 
descripción original de LGI1 se predecía una hélice transmembrana 
entre los aminoácidos 288 a 309. Esto probablemente sea debido a que 
la predicción llevada a cabo por Chernova y colaboradores se realizó con 
el programa TMpred. Con posterioridad al estudio de Chernova et al., 
Moller y colaboradores demostraron que TMpred proporcionaba falsos 
positivos con elevada frecuencia en una comparación entre métodos de 
predicción de dominios transmembrana publicada en 2001 (Moller et 
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al., 2001). En este mismo estudio se propuso a TMHMM v2.0 como el 
programa más fiable para este tipo de predicciones, por lo que se puede 
concluir que la predicción de Chernova es probablemente un falso 
positivo generado por el programa TMpred y que LGI1 no es una 
proteína transmembrana. Este resultado abre la cuestión de la 
localización subcelular real de LGI1 el cual será analizado más adelante 
en esta discusión. 
En segundo lugar, en la región C-term en la que, aparte del 
supuesto dominio transmembrana, no se había descrito ningún 
dominio conocido, la herramienta PROSPERO (Mott, 2000) dentro del 
paquete de herramientas SMART (Schultz et al., 1998; Schultz et al., 
2000) detectó la presencia de dos copias de una repetición interna de 
136 y 130 aminoácidos respectivamente. La existencia de esta 
repetición interna resulta interesante por dos razones: primero se trata 
de un dominio no descrito previamente en la literatura y en segundo 
lugar, la primera de las repeticiones, situada entre los aminoácidos 226 
y 361 incluye los aminoácidos en los que se había situado el supuesto 
dominio transmembrana, apoyando la predicción de que LGI1 no es 
una proteína transmembrana. 
 
LGI1 tiene tres parálogos y define una nueva familia de 
proteínas caracterizadas por poseer repeticiones de tipo EPTP. 
 Rastreando las bases de datos en busca de homologías utilizando 
la secuencia del nuevo tipo de repetición encontrada en LGI1, se 
identificó en este trabajo el primer parálogo descrito de LGI1. Este gen 
entonces denominado KIAA1916 en las bases de datos presentaba una 
estructura muy similar tanto genómica como en arquitectura de 
dominios de la proteína. 
El mismo año de la publicación de este trabajo, el grupo de 
Steinlein (Gu et al., 2002) describió la familia génica LGI1 identificando 
a partir de la secuencia proteica de LGI1 tres parálogos a los que 
denominaron LGI2 (correspondiente a KIAA1916), LGI3 y LGI4. Estos 
autores atribuyeron a los cuatro miembros de la familia la arquitectura 
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de dominios propuesta por Chernova considerándoles proteínas 
transmembrana. Sin embargo el mismo año dos grupos 
simultáneamente ampliaron la caracterización de las repeticiones 
descritas por nuestro laboratorio en LGI1 y KIAA1916 encontrando una 
repetición interna a la ya descrita, más pequeña, de unos 50 
aminoácidos de manera que a lo largo del dominio C-term de los cuatro 
miembros de la familia LGI se encontraban 7 de estas repeticiones en 
tandem a las que se denominó EAR (Epilepsy-Associated Repeat) (Scheel 
et al., 2002) o repetición EPTP (refiriéndose a Epitempina) (Staub et al., 
2002). La definición concreta de la repetición en estos dos trabajos 
presenta ligeras diferencias en cuanto a tamaño y posición de las 7 
repeticiones en la secuencia de LGI1, pero a nivel estructural se espera 
que estas siete repeticiones formen una estructura en forma de un β-
propeller con siete hojas, estructura que por otra parte sigue siendo 
incompatible con la presencia de un dominio transmembrana en esa 
región.  
La familia génica LGI se define pues por compartir tanto el 
dominio de repeticiones ricas en Leucina en el extremo N-term, como 
por poseer 7 repeticiones en tandem de tipo EPTP en la región C-term, 
pero esta característica parece no ser exclusiva de estos cuatro genes, 
ya que por una parte, se ha observado que el gen Vlgr1, correspondiente 
al locus Mass1 del ratón Frings modelo de epilepsia audiogénica 
(Skradski et al., 1998; Skradski et al., 2001), presenta en su secuencia 
7 repeticiones de tipo EAR (Gu et al., 2002) y por otra parte se ha 
identificado una nueva proteína en humanos a la que se ha 
denominado TNEP1 (GeneBank:XM_092850) que presenta 5 
repeticiones EPTP (Staub et al., 2002). Así, este dominio resulta una 
característica definitoria para una nueva familia en la que se incluyen 
al menos dos proteínas implicadas en procesos epilépticos: LGI1 
causante de ADLTE y VLGR1 responsable del fenotipo de epilepsia 
audiogénica del ratón Frings que además se encuentra localizado en la 
región 5q14.1 la cual está asociada a las Convulsiones Febriles de tipo 
4 (OMIM:604352). Por otra parte LGI4 se encuentra en la región 
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19q13.12 donde se han localizado varios síndromes epilépticos: la 
Epilepsia Generalizada con Crisis Febriles Plus causada por mutaciones 
en el gen SCN1B (Wallace et al., 1998), las Convulsiones Infantiles 
Benignas Familiares que no es causado por mutaciones en SCN1B 
(Moulard et al., 2000) además de ser una región donde se han 
encontrado evidencias sugerentes de ligamiento con Epilepsia 
Generalizada Idiópatica (Sander et al., 2000). Por todo esto se propuso 
que la familia de genes con EPTPs podría incluir un número aún no 
determinado de proteínas implicadas en la aparición de síndromes 
epilépticos.(Staub et al., 2002). Apoyando esta idea, en 2004 se 
encontró asociación genética entre un polimorfismo en la región 
codificante de LGI4 y una epilepsia generalizada idiopática llamada 
Epilepsia con Ausencias Infantiles (Gu et al., 2004).  
 
LGI1 sufre procesamiento alternativo generando dos 
isoformas de distinto tamaño. 
Los resultados obtenidos en el primer Northern blot descrito en la 
literatura en 1998 ya mostraban la existencia de dos poblaciones 
detectables de mensajero capaz de hibridar con la sonda de LGI1. La 
población mayoritaria (banda de aproximadamente 2,4kb) resultó 
corresponder al procesado esperado de LGI1 con los 8 exones 
completos, mientras que demostramos que la minoritaria (de 1,6kb) era 
el resultado de un procesamiento alternativo atípico. Aunque el 
procesamiento alternativo supone en la mayoría de casos la inclusión o 
exclusión en el mensajero definitivo de exones o intrones completos, el 
uso de sitios crípticos de procesamiento internos al exón no es un 
hecho novedoso.  
En el caso del procesamiento alternativo de LGI1, la pérdida de 
un fragmento del inicio del exón 8 altera la pauta de lectura generando 
una isoforma (LGI1sp GeneBank: AF473548) que no había sido descrita 
hasta ese momento y que por una parte presenta un dominio N-term 
idéntico a la forma completa de LGI1 y por otra un dominio C-term 
mucho más corto conteniendo una única EPTP y una secuencia de 12 
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aminoácidos propia de esta isoforma consecuencia del cambio en la 
pauta de lectura. No se dispone de datos in vivo que indiquen si esta 
isoforma llega a traducirse a proteína y si tiene alguna implicación en la 
función de LGI1, pero el hecho de que la cantidad relativa de cada 
isoforma observada por Northern blot sea diferente en cerebro y en 
músculo esquelético (Chernova et al., 1998; Morante-Redolat et al., 
2002) sugiere la posibilidad de que la célula establezca un control sobre 
el balance entre ambas isoformas y que este balance sea importante 
para la función, pudiendo ambas isoformas realizar funciones 
cooperativas o completamente diferentes. 
 
LGI1 tiene una expresión generalizada en el cerebro siendo 
eminentemente neuronal, aunque existen ciertas discrepancias 
entre los trabajos publicados. 
Respecto a la expresión de LGI1 hasta la fecha no se ha publicado 
ningún estudio exhaustivo que establezca el patrón de expresión 
concreto aunque en diversos trabajos se ha estudiado la expresión del 
mRNA mediante Northern blot e hibridación in situ y de la proteína por 
inmunohistoquímica e inmunocitoquímica. Sin embargo los resultados 
obtenidos no resultan fácilmente integrables en un patrón específico 
que pueda aportar datos sobre la función de LGI1. 
Los estudios de expresión llevados a cabo mediante Northern blot 
muestran una distribución de LGI1 en todas las regiones cerebrales 
estudiadas con mayor intensidad en el córtex, hipocampo y putamen, 
los estudios por hibridación in situ sobre secciones de cerebro de ratón, 
por otra parte, muestran un patrón más específico con una expresión 
en el neocórtex y el sistema límbico siendo máxima en las neuronas 
granulares del giro dentado, la región CA3 de las neuronas piramidales 
del hipocampo y la amígdala además de en el córtex piriforme y 
distintas capas del córtex dorso-lateral incluyendo el córtex auditivo del 
ratón (Kalachikov et al., 2002; Senechal et al., 2005). La expresión a 
nivel de proteína mediante el uso de anticuerpos policlonales que se 
presenta en esta tesis, sin embargo, presenta un patrón mucho más 
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generalizado con expresión neuronal extendida por todas las regiones 
estudiadas (Morante-Redolat et al., 2002). Estas diferencias pueden ser 
debidas simplemente a la diferente sensibilidad en la detección 
inherente a cada técnica, mostrándose en la hibridación in situ las 
zonas con expresión más elevada mientras que la enorme amplificación 
de la señal que se produce al realizar una inmunohistoquímica con tres 
capas pondría de manifiesto la expresión en todas las regiones, incluso 
en aquéllas prácticamente indetectables por la hibridación in situ. En 
este sentido hay que resaltar el hecho de que los estudios de expresión 
realizados mediante Northern blot han encontrado presencia del 
mensajero en todas las regiones cerebrales estudiadas lo que coincide 
con el patrón de expresión de proteína que se presenta en esta tesis, 
apoyando la idea de que las diferencias son debidas al límite de 
detección. Sin embargo hay que contemplar la posibilidad de que los 
anticuerpos desarrollados en este trabajo presenten reactividad cruzada 
con otros miembros de la familia de LGI1 siendo el resultado observado 
en inmunohistoquímica consecuencia del solapamiento de los patrones 
de expresión de dos o más LGIs. El hecho de haber encontrado el 
mismo patrón utilizando anticuerpos generados contra epítopos de dos 
regiones diferentes de la proteína ayuda a apoyar la especificidad del 
patrón observado aunque no descarta totalmente la presencia de 
reactividad cruzada. La distribución de LGI1 por todas las regiones 
cerebrales observadas no permite sacar conclusiones relativas a su 
función, a pesar de que Kalachikov et al. propusieron que  el patrón de 
expresión observado por hibridación in situ es compatible con regiones 
anatómicas implicadas en la epilepsia temporal (Kalachikov et al., 
2002). 
Respecto al origen de la expresión neuronal o glial, la mayoría de 
trabajos incluyendo los resultados que aquí se presentan (Gu et al., 
2002; Morante-Redolat et al., 2002), concluyen que la principal fuente 
de LGI1 en el cerebro proviene de la expresión neuronal, siendo la 
expresión por parte de la glía no detectable. Sin embargo en su origen 
LGI1 se identificó asociado a la progresión de glioblastomas sugiriendo 
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que la pérdida de expresión de LGI1 en estas células tumorales está 
implicada en la aparición un fenotipo más invasivo (Kunapuli et al., 
2003; Kunapuli et al., 2004). En esta línea se ha encontrado una 
disminución en la expresión de LGI1 asociada al grado de desarrollo del 
tumor y una ausencia de expresión en la mayoría de líneas celulares de 
glioblastoma estudiadas (Chernova et al., 1998; Krex et al., 2002; 
Besleaga et al., 2003; Piepoli et al., 2006). De esta idea se desprende, 
por tanto, que las células gliales en su origen deberían expresar LGI1, el 
cual ejercería funciones de gen supresor de tumores o, más 
concretamente, de gen supresor de la metástasis (Kunapuli et al., 2003; 
Kunapuli et al., 2004). Como ya se ha indicado, recientemente en un 
trabajo en el que ha estado implicado el grupo de Steinlein, se ha 
propuesto que la expresión de LGI1 observada en los gliomas se debe a 
neuronas contaminantes encerradas en el tumor las cuales van siendo 
desplazadas por células gliales del tumor conforme éste avanza en su 
estado (Gu et al., 2005; Piepoli et al., 2006). Sin embargo otros grupos, 
como el de Cowell, proponen que tanto las neuronas como la glía son 
capaces de expresar LGI1, lo cual no es extraño ya que ambos tipos 
celulares provienen del mismo tipo de célula madre neural. Los 
defensores de esta hipótesis sugieren, sin embargo, que LGI1 podría 
realizar funciones diferentes en neuronas y en glía (Cowell, 2002). 
Los resultados conseguidos en esta tesis no permiten confirmar o 
rechazar completamente una de estas dos hipótesis, aunque todas las 
evidencias recogidas aportan datos para un origen exclusivamente 
neuronal de LGI1. Ni el patrón de expresión observado en los estudios 
de inmunohistoquímica e inmunocitoquímica ni los estudios 
funcionales que se discutirán en las próximas páginas aportan 
evidencias para la expresión glial de LGI1.  
Por otra parte en las familias estudiadas portadoras de 
mutaciones en LGI1 no se han encontrado evidencias de una mayor 
tasa de glioblastoma multiforme (Morante-Redolat et al., 2002), lo que 
está de acuerdo con los resultados de otros grupos (Brodtkorb et al., 
2003). Este último aspecto, sin embargo, no resulta determinante ya 
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que, en caso de ser LGI1 un gen supresor de tumores, requeriría de la 
inactivación de las dos copias del gen presentes en la célula para 
desencadenar el fenotipo tumoral. Todas las mutaciones en LGI1 
asociadas a ADLTE descritas hasta la fecha se han encontrado en 
heterocigosis por lo que una de las copias del gen en estos individuos 
permanece intacta.  
 
Los datos de los que disponemos actualmente pueden 
explicar el bajo número de positivos obtenido en el rastreo por 
Doble Híbrido. 
Como se ha indicado en la introducción al Capítulo 3 durante el 
desarrollo de esta tesis resultados obtenidos en nuestro laboratorio 
(Sirerol-Piquer et al., 2006 en revisión) y otros (Senechal et al., 2005) 
han confirmado la predicción realizada en este trabajo de que LGI1 es 
en realidad una proteína de secreción. En todas las líneas celulares 
estudiadas, LGI1 se glicosila y se secreta de manera constitutiva al ser 
expresada de manera exógena, mientras que la isoforma resultante del 
procesamiento alternativo queda retenida en el interior celular (Sirerol-
Piquer et al., 2006 en revisión). 
Sin embargo, en el momento en el que se inició el rastreo por 
Doble Híbrido, no se disponía de estas evidencias experimentales. A 
priori, asumiendo la ausencia del dominio transmembrana, la presencia 
de un péptido señal sugería la posibilidad de que LGI1 fuera una 
proteína de secreción, aunque no descartaba que quedara retenida a 
nivel de retículo endoplasmático o aparato de Golgi o que se localizara 
de forma soluble en el citoplasma o asociada a la cara interna de la 
membrana plasmática. La ausencia de secuencias específicas de 
localización no permitía discriminar entre estas posibilidades, con lo 
que se decidió abordar un rastreo tradicional por Doble Híbrido en 
levadura. Sin embargo, siendo LGI1 una proteína secretada, es probable 
que ejerza su función uniéndose a proteínas de membrana en la 
superficie de otras células, bien para desencadenar algún tipo de 
función en esa células o bien para ser internalizada. Si este fuera el 
Discusión  
 159 
caso, debido a que el rastreo por Doble Híbrido basado en la 
complementación del factor de transcripción de levadura Gal4 requiere 
que la proteína presa unida al cebo penetre en el núcleo de la levadura 
para activar la expresión de los genes marcadores que indicarán una 
interacción positiva, la probabilidad de encontrar interacciones con 
proteínas de membrana es muy reducida, ya que éstas tienen muy 
dificultado el paso a través de la membrana nuclear. Por otra parte el 
hecho de que LGI1 sea una proteína glicosilada también puede 
dificultar la obtención de resultados por Doble Híbrido en levadura, ya 
que la presencia de estas modificaciones post-traduccionales puede ser 
requerida para las interacción de LGI1 y no existe garantía de que la 
levadura sea capaz de glicosilar correctamente una proteína humana 
expresada exógenamente. 
Estas razones podrían explicar por qué el rastreo realizado 
utilizando como cebo la proteína completa obtuvo tan sólo 1 positivo. 
Por otro lado, el rastreo efectuado utilizando como cebo el dominio de 
LRRs flanqueado por repeticiones ricas en Cys logró rescatar un 
número muy elevado de clones de la genoteca aunque la mayoría no 
superaron los controles de cribado de falsos positivos. Con la 
información disponible actualmente se podría haber esperado un mayor 
éxito en la obtención de resultados con este cebo ya que corresponde a 
la región que LGI1cpt comparte con la isoforma de procesamiento 
alternativo LGI1sp la cual queda retenida en el interior celular. Así, los 
positivos identificados en este rastreo podrían corresponder a dianas de 
interacción de esta isoforma. Sin embargo también cabe la posibilidad 
de que la función de esta isoforma se ejerza asociándose a proteínas 
transmembrana en su dominio intracelular, por lo que la limitación 
anteriormente descrita seguiría presente.  
 
La interpretación de los resultados obtenidos por Doble 
Híbrido permitió establecer relaciones funcionales entre LGI1cpt y 
algunas de la proteínas encontradas, pero no se pude descartar que 
Discusión 
 160
otras interacciones no caracterizadas en este trabajo tengan una 
relevancia funcional in vivo. 
A pesar de las dificultades de partida anteriormente expuestas, el 
rastreo por Doble Híbrido permitió obtener una lista de 20 proteínas 
con capacidad potencial para interaccionar con LGI1. En una situación 
óptima, se espera, aunque no siempre es así, que las proteínas de 
mayor afinidad por el cebo sean rescatadas de la genoteca varias veces 
a lo largo del rastreo reflejando la relevancia funcional de la interacción. 
Sin embargo no se puede perder de vista que el Doble Híbrido es una 
técnica en la que con facilidad se pueden obtener interacciones 
positivas debidas únicamente a una compatibilidad molecular entre las 
proteínas sin ninguna relevancia funcional in vivo. La mayor dificultad 
una vez obtenidos los resultados definitivos del rastreo es, por tanto, 
establecer criterios para seleccionar qué interacciones pueden resultar 
verdaderamente relevantes para la función in vivo de la proteína de 
estudio, ya que normalmente abordar la caracterización de todas los 
clones rescatados de la genoteca resulta una tarea imposible. 
En principio, en los rastreos llevados a cabo utilizando como cebo 
LGI1 (proteína completa o dominio N-term) ninguna de las proteínas 
obtenidas destacaba con respecto al resto como mejor candidato para 
establecer una relación funcional con LGI1. A pesar de esto, la 
combinación de los datos relativos a la naturaleza de las proteínas 
encontradas con el conocimiento disponible en aquel momento sobre 
LGI1, permitieron seleccionar un número reducido de clones a partir de 
los que se ha logrado establecer relaciones de funcionales para LGI1 en 
un sistema in vitro de células de mamífero. Sin embargo, queda abierta 
la posibilidad de que otras interacciones encontradas y no 
caracterizadas en este trabajo sean clave para la función de alguna de 
las dos isoformas de LGI1.  
En varias ocasiones se rescataron de la genoteca proteínas 
pertenecientes a la familia de homólogos de la proteína de choque 
térmico hsp40, las cuáles actúan como carabinas moleculares. Si bien 
es cierto que este tipo de proteínas suele encontrarse entre los falsos 
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positivos más frecuentes en los estudios de interacción por Doble 
Híbrido, no se puede descartar que estas proteínas realmente 
interaccionen con LGI1 in vivo, favoreciendo su plegamiento o 
manteniendo su estructura en condiciones de estrés. Por otro lado, los 
ensayos de interacción física por co-inmunoprecipitación entre LGI1 y 
RanBP9 (proteína mayor número de veces rescatada de la genoteca) no 
permitieron determinar si realmente existe una interacción entre estas 
dos proteínas, lo que no significa que ésta no suceda. Un ejemplo aún 
más crítico es este sentido es la proteína LC2 (cadena ligera de la 
proteína asociada a microtúbulos MAP1A) para la que los ensayos de 
co-inmunoprecipitación en levadura demostraron una interacción 
específica con LGI1. Cabe la posibilidad de que esta interacción sea 
inespecífica debida únicamente al hecho de que frecuentemente se 
encuentran proteínas relacionadas con el citoesqueleto como falsos 
positivos en ensayos de Doble Híbrido, aunque no podemos descartar 
que in vivo LC2 realmente interaccione con LGI1 ejerciendo alguna 
función aún por caracterizar. En este sentido, como se discutirá más 
adelante LGI1 parece ser una proteína multifuncional, planteándose la 
posibilidad de que las dos isoformas conocidas ejerzan funciones 
diferentes dependientes de su distinta localización celular.  
 
Los resultados obtenidos por Doble Híbrido junto a otras 
evidencias sugieren una relación funcional entre LGI1 y moléculas 
implicadas en la regulación del crecimiento de neuritas en el SNC 
de mamíferos. 
En la descripción original de LGI1 llevada a cabo por Chernova y 
colaboradores ya se proponía que el dominio de repeticiones ricas en 
Leucina de LGI1 presentaba cierta homología con el homólogo humano 
de la proteína de Drosophila slit (Chernova et al., 1998). A partir de la 
identificación de LGI1 como el primer gen no codificante para un canal 
iónico causante de epilepsia en humanos (Kalachikov et al., 2002; 
Morante-Redolat et al., 2002), varios grupos han explorado las 
relaciones filogenéticas entre LGI1 y los miembros de la familia SLIT 
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llegando incluso a proponer que ambos genes han evolucionado a partir 
de un único ancestro común debido a un proceso de amplificación 
génica (Krex et al., 2002).  
La familia de genes SLIT en humanos está constituida por 3 
genes, SLIT1, SLIT2 y SLIT 3 los cuales se expresan mayoritariamente 
en el cerebro, la espina dorsal y la glándula tiroides respectivamente. 
Estos genes son factores guía neuronales de repulsión con funciones 
clave en el desarrollo y mantenimiento del sistema nervioso central 
(Bagri et al., 2002; McAllister, 2002; Cloutier et al., 2004).  
Al no tratarse de un canal iónico, LGI1 podría estar implicado en 
la aparición de la patología epiléptica por un mecanismo totalmente 
diferente, el cual diversos autores han sugerido que podría estar 
relacionado con fallos en el establecimiento de los circuitos neuronales 
durante el desarrollo mediado por moléculas guía, proponiendo un 
papel de LGI1 en la guía de los axones, aunque hasta el momento no se 
han publicado evidencias experimentales que apoyen esta hipótesis. 
En esta línea de pensamiento, de la lista de positivos obtenidos en 
el Doble Híbrido con LGI1 resaltan RhoGDI (ARHGDIA) y NgR (RTN4R), 
ambas proteínas implicadas en la ruta de la inhibición del crecimiento 
de neuritas que los inhibidores presentes en la mielina ejercen en el 
SNC de mamíferos. El hecho de encontrar a LGI1 relacionada con dos 
proteínas implicadas en la misma ruta de señalización y que ésta fuera 
una ruta exclusiva del SNC y clave para el mantenimiento de las redes 
de conexión neuronal, posibilitaba establecer una hipótesis de trabajo 
muy atractiva para la función de LGI1, por lo que se decidió continuar 
el trabajo por esta línea. El hecho de haber encontrado interacción con 
una proteína como NgR que se localiza anclada a la cara exterior de la 
membrana celular sin poseer dominio citosólico e interacción con una 
proteína intracelular como RhoGDI podría resultar contradictorio, pero 
cabe la posibilidad de que LGI1 se exprese en las mismas células que 
NgR y RhoGDI y que la interacción se dé a nivel intracelular o que LGI1 
secretada interaccione con NgR en la membrana y posteriormente sea 
internalizada teniendo así acceso a RhoGDI. Por último, teniendo en 
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cuenta que el fragmento de LGI1 utilizado como cebo con el que se 
obtuvieron estas dos interacciones es común a las dos isoformas de 
LGI1, es probable que la interacción con NgR se produzca con la 
isoforma secretada LGI1cpt y la interacción con RhoGDI se produzca con 
la isoforma intracelular LGI1sp. 
Aunque no fue posible clonar el receptor de Nogo para comprobar 
la interacción física con LGI1 por coinmunoprecipitación, el resultado 
positivo encontrado con RhoGDI y con p75NTR el cual interacciona in 
vivo con NgR para formar el receptor que reconoce los inhibidores de la 
mielina y transduce la señal al interior celular, resultó suficiente 
evidencia para dar el salto y tratar de caracterizar la relación de LGI1 
con estas moléculas en un sistema de células de mamífero.  
Los primeros experimentos llevados a cabo en un sistema de 
líneas celulares de mamífero obtuvieron resultados algo inesperados ya 
que la interacción entre LGI1 y RhoGDI que había sido obtenida por 
Doble Híbrido y comprobada por coIP en levadura resultó negativa por 
coIP en la línea celular HEK293T. Es posible que la interacción 
observada en levadura sea un artefacto debido a una compatibilidad 
estructural entre estas moléculas y que, en un sistema de línea celular 
más similar en teoría a las condiciones in vivo de estas proteínas y por 
lo tanto menos artefactual, esta interacción no se produzca. Sin 
embargo, también es posible que la interacción de LGI1 con RhoGDI 
requiera de algún factor que no esté presente en la línea celular 
HEK293T. 
Con excepción de este resultado, los estudios realizados con LGI1 
en un sistema experimental de células de mamífero, han permitido 
comprobar  que la hipótesis derivada de los ensayos de Doble Híbrido 
en levadura que implicaba a LGI1 en funciones celulares relacionadas 
con los receptores NgR, p75NTR y Lingo1. 
Así, tratando de integrar todas las evidencias recogidas hasta ese 
momento sobre LGI1 respecto a su estructura, patrón de expresión y 
posibles proteínas funcionalmente relacionadas, los experimentos 
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llevados a cabo sobre células de mamífero han permiten emitir las 
siguientes afirmaciones acerca de la biología de LGI1: 
 
1. LGI1 se comporta como un ligando extracelular y este es el 
modo en el que probablemente ejerce su función. 
En este trabajo se presentan las primeras evidencias 
experimentales sobre la naturaleza como ligando extracelular de LGI1. 
Desde la primera predicción de LGI1 como proteína de secreción, 
realizada por nuestro grupo en 2002 (Morante-Redolat et al., 2002), 
varios autores han discutido la probabilidad de que LGI1 actúe como 
proteína secretada, basándose en la homología existente entre el 
dominio rico en LRRs de LGI1 con SLIT1, que es una proteína de 
secreción, y el hecho de que este dominio sitúa a LGI1 en la familia F-
20 de proteínas con dominios LRR, las cuales son proteínas de 
secreción o proteínas de membrana que exponen las LRRs hacia el 
exterior celular. Finalmente, nuestro grupo (Sirerol-Piquer et al., 2006 
en revisión) y otros (Senechal et al., 2005) han demostrado que LGI1 se 
secreta constitutivamente in vitro, pero este trabajo aporta las primeras 
evidencias experimentales que demuestran que LGI1 secretada es capaz 
de unirse de manera específica y dependiente de dosis a la membrana 
de células en cultivo y que esta unión es capaz de producir cambios en 
el estado de activación de moléculas de señalización a nivel intracelular. 
Aunque los experimentos llevados a cabo no han permitido identificar la 
molécula o moléculas que están mediando esta unión, el hecho de que 
la unión sea dependiente de dosis sugiere que existe en la membrana 
un receptor específico para LGI1. Además, la unión de LGI1 a la 
membrana es capaz de promover la disminución en los niveles de 
fosforilación de ERK1/2, una quinasa clave en numerosas rutas de 
señalización intracelular reguladas por señales extracelulares, lo que 
sugiere que la unión de LGI1 a su supuesto receptor dispara alguna 
ruta de señalización intracelular que implica la reducción en los niveles 
de ERK1/2 activo. 
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Estos resultados complementan trabajos anteriores del grupo de 
Cowell en los que habían demostrado que la re-expresión forzada de 
LGI1 en células de glioblastoma carente de expresión endógena de LGI1 
conduce a la inhibición en la expresión de las Metaloproteasas de 
Matriz Extracelular MMP1 y MMP3 mediado por una reducción en los 
niveles de ERK1/2 fosforilado (Kunapuli et al., 2004). En base a los 
resultados conseguidos en esta tesis, el efecto observado por Kunapuli 
et al. en células  de glioblastoma podría deberse a la acción de LGI1 en 
trans, es decir actuando de forma autocrina o paracrina, ya que 
resultados de nuestro laboratorio han demostrado que la línea de 
glioblastoma T98G transfectada con LGI1 es capaz secretar 
constitutivamente esta proteína (Sirerol-Piquer et al., 2006 en revisión). 
Sin embargo, no se puede descartar que, tras la unión a membrana, 
LGI1 sea internalizado ejerciendo una vez en el citoplasma su efecto 
sobre la ruta de señalización de ERK1/2. Si este fuera el caso, los 
resultados de Cowell serían consecuencia de la acción en cis de LGI1 
forzada por la expresión exógena. 
 
2. De las moléculas estudiadas Lingo1 y p75NTR son 
candidatos posibles a actuar como receptores  de LGI1 en la 
membrana. 
Los experimentos de unión de LGI1 a membrana sugieren la 
existencia de una diana específica en la superficie celular con elevada 
afinidad por LGI1, sin embargo la aproximación experimental empleada 
no permite identificar la molécula o moléculas responsables de la unión, 
por lo que todas las hipótesis han debido basarse en pruebas 
indirectas.  
En un sistema de co-expresión con p75NTR, NgR o Lingo1 en 
células HEK293T, LGI1 demostró ser capaz de interaccionar físicamente 
con estas tres moléculas con lo que, en principio cualquiera de ellas (o 
las tres) podría ser la responsable de la unión de LGI1 a la membrana. 
Sin embargo, en un sistema de co-expresión se favorecen las 
interacciones en el citoplasma con lo que no es el modelo ideal para 
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estudiar interacciones ligando-receptor. Así, cabe la posibilidad de que 
le interacción observada por coinmunoprecipitación sea el reflejo de una 
compatibilidad molecular debida a la presencia de dominios de LRRs en 
este grupo de moléculas y que alguna de estas interacciones nunca 
llegue a darse in vivo. Por otra parte, desconocemos si la línea celular 
HEK293T expresa alguna de estas moléculas de manera endógena por 
lo que también es posible que alguna proteína endógena esté haciendo 
de puente en la interacción de LGI1 con alguno estos receptores y que 
la interacción observada no se produzca de modo directo. Cada una de 
las tres  proteínas que forman este receptor es capaz de interaccionar 
estrechamente con las otras dos y, por otro lado,  NgR es capaz de unir 
con gran afinidad tres ligandos estructuralmente muy diferentes como 
son Nogo66, MAG y OMgp, lo cual pone de manifiesto la enorme 
versatilidad en cuanto a la capacidad de interacción de estas moléculas. 
Un modelo experimental más adecuado es el estudio de la unión 
del ligando soluble fusionado a AP a células control o transfectadas con 
el supuesto receptor. Sin embargo en el caso de LGI1 no se pudo llegar 
a ninguna conclusión mediante este sistema ya que la unión de AP-
LGI1 a células COS7 transfectadas con p75NTR, Lingo1 o NgR fue 
idéntica a la encontrada en células COS7 sin transfectar. Este hecho 
podría indicar que LGI1 se está uniendo a una molécula aún no 
identificada presente tanto en células COS7 y PC12, aunque no 
podemos descartar que las células COS7 expresen endógenamene 
alguno de los miembros del receptor de la mielina. De hecho existen 
evidencias de que esta línea celular expresa altos niveles de Lingo1 
(comunicación personal del Dr. Phil Barker, Montreal Neurological 
Institute-McGill).  
A pesar de todo esto, los experimentos de biotinilación de 
proteínas de membrana realizados con NgR, p75NTR y Lingo1, permiten 
de manera indirecta sugerir que los candidatos más posibles a actuar 
como receptores de LGI1 son p75NTR y Lingo1 y no NgR.  
Como se puede observar en la figura 40, al detectar NgR mediante 
SDS-PAGE y Western blot con un anticuerpo policlonal anti-NgR se 
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observan dos poblaciones de proteína de distinto tamaño debidas 
probablemente a proteínas en distinto estado de maduración 
(modificación post-traduccional). Los ensayos de biotinilación de 
membrana comparados con los resultados de la coinmunoprecipitación 
en la figura 40, demostraron que la población de proteína que queda 
expuesta en la cara exterior de la membrana corresponde a la banda de 
mayor tamaño (probablemente la proteína madura). Sin embargo la 
interacción de LGI1 con NgR observada por coinmunoprecipitación se 
da precisamente con la banda de menor tamaño de NgR, con lo que, 
extrapolando estos resultados a un modelo de unión de LGI1 como 
ligando soluble a NgR expuesto en la membrana, la interacción parece 
poco probable. En el caso de que LGI1 y NgR fueran expresadas en el 
mismo tipo celular, cabría la posibilidad de que la interacción entre 
ambas moléculas se diera a nivel intracelular, aunque también es 
posible que la interacción se de con la isoforma de procesamiento 
alternativo de LGI1 cuya localización es intracelular. 
 
 
Por el contrario, los resultados de la coinmunoprecipitación de 



























Figura 40: Comparación de los 
resultados obtenidos en los ensayos 
de coinmunoprecipitación y bio-
tinilación y arrastre de proteínas de 
superficie. 
En el panel de la izquierda: resultado 
del arrastre con Estreptavidina en el 
ensayo de biotinilación de proteínas de 
superficie (extraídos de la figura 29). 
En el panel de la derecha resultados de 
las interacciones entre LGI1-Flag y los 
tres receptores en células HEK293T 
(extraídos de las figuras 26-28). En los 
paneles superiores se puede ver que 
LGI1-Flag interacciona exclusivamente 
con la banda de myc-NgR 
correspondiente con la población de 




para estos receptores muestran perfiles compatibles para que la 
interacción se pueda dar en la membrana. 
Otro aspecto muy importante a la hora de trasladar las 
interacciones observadas in vitro a un contexto fisiológico, es tener en 
cuenta el patrón espacio-temporal de expresión de los genes implicados. 
Es posible que interacciones observadas por coinmunoprecipitación 
donde se fuerza el “encuentro” entre las dos proteínas nunca lleguen a 
darse in vivo porque ambas proteínas se expresen en distintos tejidos o 
células en distintos momentos. El receptor p75NTR presenta una elevada 
expresión en el sistema nervioso tanto en glía como en neuronas 
durante el desarrollo y los estadíos postnatales tempranos, pero el nivel 
de expresión desciende drásticamente en el adulto (revisado en Ernfors 
et al., 1988 y Chao, 2003). Lingo1 por su parte se expresa 
abundantemente en el momento del nacimiento y los estadíos 
postnatales tempranos, siendo su expresión en el desarrollo y en el 
adulto mucho más reducida (Mi et al., 2004). De LGI1 no se dispone 
hasta la fecha de datos de su patrón de expresión durante el desarrollo. 
Los estudios de expresión en este trabajo se han realizado sobre tejido 
de ratón adulto sin embargo, los perfiles de expresión de p75NTR y 
Lingo1, asumiendo la relación funcional con LGI1 que se propone en 
este trabajo, apoyarían la predicción de que LGI1 presentará una 
expresión probablemente regulada durante el desarrollo o al menos 
durante los estadíos postnatales tempranos. 
 
3. LGI1 tiene un efecto funcional in vitro sobre la inhibición 
que la mielina ejerce sobre el crecimiento de neuritas a través del 
receptor p75NTR/NgR/Lingo1, lo que pone de manifiesto su relación 
funcional con estas moléculas. 
En los ensayos llevados a cabo sobre cultivos primarios de CGNs 
y DRGs queda patente la capacidad de LGI1, actuando como factor 
soluble en el medio, de interferir en la inhibición del crecimiento de 
neuritas que señalizan los inhibidores presentes en la mielina. En este 
sistema experimental, el tratamiento con medio condicionado con LGI1-
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Flag y no con medio control, significativamente atenúa el colapso del 
cono de crecimiento y promueve el crecimiento de neuritas en presencia 
de mielina. Sin embargo, el mecanismo molecular por el cual LGI1 
interfiere en la señal inhibidora de la mielina no puede deducirse 
directamente de estos experimentos pudiendo plantearse dos modelos.  
En primer lugar, teniendo en cuenta las evidencias obtenidas que 
apoyan el papel de p75NTR y/o Lingo1 como receptores de LGI1 en la 
membrana, este mecanismo podría ser directo, a través de la acción de 
LGI1 como ligando sobre componentes del receptor p75NTR/NgR/Lingo1 
disrumpiendo de algún modo la transducción de la señal. 
Por otra parte, LGI1 podría estar influyendo el proceso de 
inhibición mediado por mielina de un modo indirecto induciendo 
cambios intracelulares que contrarresten la serie de eventos 
citoplasmáticos que la unión de los inhibidores de la mielina dispara y 
que culminan con el colapso del cono de crecimiento. Un ejemplo de 
este tipo de mecanismo es el tratamiento con neurotrofinas previo a la 
exposición a MAG el cual bloquea su efecto inhibidor permitiendo la 
emisión de neuritas. Se ha descrito que este efecto es debido a que el 
pretratamiento con neurotrofinas produce un aumento en los niveles 
intracelulares de cAMP que induce la activación de la protein kinasa A 
generando un “ambiente” intracelular en la neurona que contrarresta la 
vía de señalización de los inhibidores de la mielina (Cai et al., 2001). En 
el caso de LGI1, este “ambiente” intracelular podría ser la disminución 
en los niveles de fosfo-ERK1/2 ya que la inhibición del crecimiento de 
neuritas mediado por la mielina requiere del aumento en los niveles de 
ERK1/2 fosforilado en un modo dependiente de EGFR (Koprivica et al., 
2005).  
Sin embargo, considerando un modelo en el que LGI1 ejerza su 
función como ligando extracelular uniéndose a la membrana a través de 
Lingo1 y/o p75NTR los resultados encontrados sobre la inhibición 
mediada por la mielina podrían interpretarse asumiendo que la función 
de LGI1 in vivo es precisamente ésta, actuar como promotor de la 
regeneración de neuritas impidiendo el colapso del cono de crecimiento 
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y facilitando el crecimiento de neuritas en regiones donde la mielina 
impide este proceso. Pero teniendo en cuenta la realidad observada in 
vivo en el sistema nervioso central de mamíferos donde, ante una 
lesión, la cicatriz glial que se genera y la presencia de inhibidores en la 
mielina impiden el proceso de regeneración, parece poco probable que la 
función de LGI1 in vivo sea actuar como un “promotor fisiológico de la 
regeneración”. No se puede perder de vista que los ensayos de 
inhibición del crecimiento de neuritas sobre CGNs y colapso de cono de 
crecimiento sobre explantes de DRGs son modelos experimentales in 
vitro en los que se estudia un efecto muy concreto en condiciones muy 
definidas  y su extrapolación a condiciones fisiológicas no siempre es 
directa. 
Así, el efecto del tratamiento con LGI1 sobre la inhibición 
mediada por mielina en estos experimentos podría estar en realidad 
reflejando la relación funcional de LGI1 con estas moléculas sin 
implicar necesariamente que su función es antagonizar el proceso de 
inhibición.  
Por una parte, LGI1 podría ejercer su función como ligando de 
Lingo1 y/o p75NTR  de manera independiente a la función de estas dos 
moléculas en el receptor tripartito que señaliza la inhibición por mielina 
y el efecto antagonista observado in vitro podría deberse a la 
“interferencia” directa de LGI1 sobre el triple receptor disrumpiéndolo 
de alguna manera o al “secuestro” de p75NTR y Lingo1 hacia otra 
función lo que disminuiría la disponibilidad de estos receptores para 
acomplejarse con NgR y señalizar la inhibición. Por ejemplo, un trabajo 
muy reciente sugiere que la combinación de ciertas neurotrofinas 
podría tener un efecto sinérgico y promover la regeneración de axones 
dañados en el SNC afectando la función de p75NTR en el complejo 
señalizador de la inhibición por mielina (Logan et al., 2006).  
Como se ha indicado en la introducción al capítulo 3, p75NTR  es 
un receptor polivalente capaz de ejercer múltiples funciones según los 
ligandos a los que se una (revisado en Barker, 2004 y Nykjaer et al., 
2005), por lo que sería factible que su interacción con LGI1 mediara 
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funciones distintas a las relacionadas con la mielina. Por otra parte, 
recientemente se ha propuesto un papel clave para Lingo1 como 
regulador negativo de la maduración y mielinización de los 
oligodendrocitos (Mi et al., 2005). Curiosamente uno de los ortólogos de 
LGI1 en ratón, Lgi4, se ha identificado como el gen mutado en el ratón 
claw paw que presenta hipomielinización periférica sin signos de 
desmielinización en el SNC (Bermingham et al., 2006). Estos autores 
han encontrado expresión de Lgi4 en las células de Schwann en las 
cuales la secreción de Lgi4 parece promover la mielinización en el SNP. 
De forma homóloga, LGI1 podría asociarse con Lingo1 modulando su 
efecto sobre la maduración y mielinización de los oligodendrocitos en el 
SNC. 
Por otra parte, aunque la hipótesis de la “interferencia” de LGI1 
sobre la señal inhibitoria de la mielina debido a su interacción con 
p75NTR  o Lingo1 para realizar una función independiente de este 
proceso es posible, los resultados de atenuación de la inhibición del 
crecimiento causado por LGI1 también podrían explicarse en un 
contexto fisiológico no necesariamente relacionado con la regeneración. 
A pesar de que el papel de los inhibidores presentes en la mielina 
y del receptor de Nogo  en situaciones de lesión en el SNC se ha 
sometido a multitud de estudios en los últimos años, hoy en día todavía 
se desconoce cuál es el papel de estas moléculas en condiciones 
fisiológicas en el sistema nervioso adulto intacto, aunque algunos 
autores mantienen la hipótesis del papel crucial de estas moléculas en 
la regulación de la capacidad del SNC adulto de remodelar a pequeña 
escala su estructura o características funcionales en respuesta a 
distintos tipos de señales, fenómeno que se conoce como 
“neuroplasticidad”. 
En términos generales se pueden distinguir tres grandes fases en 
el desarrollo y establecimiento de los circuitos neuronales (Matus, 
2000): una primera etapa que ocurre durante la embriogénesis en la 
que se producen los fenómenos de proliferación, migración y conexión  
de las neuronas entre sí para formar la red de conexiones que 
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constituye el sistema nervioso. En esta fase el crecimiento de axones y 
neuritas no se encuentra inhibido y se regula por la presencia de 
factores guía de atracción y repulsión que determinan la trayectoria de 
un determinado axón hasta su diana específica. En una segunda etapa 
que sucede en un periodo crítico relativamente breve en la etapa 
postnatal temprana, la red de conexiones ya se encuentra establecida 
por lo que el crecimiento es mucho menor. Sin embargo, durante este 
periodo, el sistema nervioso posee una elevada capacidad de 
remodelación o “plasticidad” en respuesta a estímulos sensoriales y 
motores. Es en esta etapa cuando las señales provenientes del exterior 
provocan cambios en los circuitos neuronales que suponen tanto 
cambios en la conectividad por aumento o disminución de la 
ramificación y las conexiones de determinadas neuronas (plasticidad 
dendrítica) como cambios en la actividad eléctrica en la neuronas por 
aumento o disminución del número de sinapsis (plasticidad sináptica). 
Este proceso de plasticidad temprana produce un refinamiento de las 
conexiones generadas durante la embriogénesis que determinará en 
mayor medida la conformación final de la red de conectividad global del 
sistema nervioso. Finalmente, esta elevada capacidad de remodelación 
disminuye drásticamente en la etapa adulta, sin embargo no se 
encuentra eliminada del todo. El sistema nervioso central adulto no es 
una estructura estática ya que mantiene cierta capacidad adaptativa en 
la que se producen cambios a nivel funcional y estructural 
observándose fenómenos tanto de plasticidad sináptica (Buonomano et 
al., 1998) como de plasticidad dendrítica (Hickmott et al., 2006) que se 
ha relacionado principalmente con procesos de aprendizaje y memoria 
en condiciones fisiológicas y con fenómenos de compensación en 
respuesta a lesión. La potenciación a largo plazo (LTP) asociada a 
procesos relacionados con el aprendizaje y la memoria a largo plazo en 
el sistema límbico o la sinaptogénesis reactiva por la que nuevas 
sinapsis ocupan el espacio dejado por la pérdida de neuronas o 
procesos en una región cercana son algunos ejemplos de procesos de 
plasticidad neuronal activa que ocurren en el cerebro adulto. 
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No es el objetivo de esta discusión realizar un análisis exhaustivo 
de los procesos de neuroplasticidad en el sistema nervioso adulto, sin 
embargo en el contexto de la plasticidad dendrítica en la que se ha de 
producir el crecimiento y remodelación de axones y dendritas, hay dos 
aspectos comunes a estos procesos que resultan relevantes: 
1) Del mismo modo que la incapacidad de los axones del SNC de 
mamíferos para regenerar tras una lesión se debe a la presencia de un 
ambiente inhibitorio y no a la pérdida de la capacidad regenerativa de la 
neurona, la reducción en la neuroplasticidad que se observa en el adulto 
parece ser debida al mismo ambiente inhibitorio.  
En los últimos años diversos autores han estudiado la posible 
implicación de los inhibidores de la regeneración en el control de la 
plasticidad neuronal. Según esta hipótesis, en condiciones fisiológicas, 
las mismas moléculas que impiden la regeneración ante una lesión, 
serían las encargadas de generar un ambiente inhibitorio que asegure el 
mantenimiento de las conexiones neuronales establecidas durante el 
desarrollo embrionario y postnatal temprano. Apoyando esta hipótesis 
se ha observado que el tratamiento con anticuerpos anti-NogoA (Buffo 
et al., 2000; Gianola et al., 2003) o la degradación enzimática de los 
proteoglicanos de tipo Condroitin Sulfato (Corvetti et al., 2005) produce 
la ramificación de axones intactos en las neuronas de Purkinje del 
cerebelo de ratas adultas. Por otra parte, recientemente el grupo de 
Strittmatter ha aportado las primeras evidencias de que no sólo los 
inhibidores presentes en la mielina y en la cicatriz glial regulan 
negativamente los fenómenos de plasticidad, sino que el mismo receptor 
que señaliza para la inhibición de la regeneración se encuentra 
implicado también en este proceso. El estudio realizado se basa en un 
modelo de plasticidad neuronal dependiente de señales sensoriales en el 
córtex visual de ratones. En ratones normales, el córtex visual se 
encuentra dividido en dos partes iguales cada una de ellas asociada a 
un ojo, sin embargo si se sutura quirúrgicamente uno de los ojos en 
una etapa temprana tras el nacimiento, los circuitos asociados con el 
ojo abierto se expanden y ocupan regiones en principio destinadas al 
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otro ojo. Este fenómeno de adaptación tan sólo se produce en la etapa 
de elevada plasticidad postnatal que en los ratones termina 
aproximadamente en el día 30 tras el nacimiento. Sin embargo, en 
ratones nulos para el receptor de Nogo, esta limitación desaparece 
observándose que el córtex visual mantiene su habilidad de 
remodelación ante el cambio de estímulo sensorial incluso si se realiza 
la sutura 120 días tras el nacimiento (McGee et al., 2005), lo que pone 
de manifiesto el papel clave de este receptor en la inhibición de los 
procesos de neuroplasticidad. 
2) Si existe un ambiente inhibitorio del crecimiento en condiciones 
fisiológicas, para que se puedan dar los procesos de plasticidad debe 
existir algún mecanismo que atenúe la inhibición a nivel local permitiendo 
la remodelación de los circuitos neuronales. 
Uno de los modelos más utilizados para el estudio de la 
plasticidad neuronal es la inyección de ácido kaínico que provoca un 
aumento en la actividad neuronal llegando a producir neurogénesis, 
incremento en los niveles de mRNA del Factor Neurotrófico Derivado del 
Cerebro (BDNF), crisis epilépticas, muerte neuronal, ramificación 
axonal y reorganización sináptica en el hipocampo (Tauck et al., 1985; 
Hugon et al., 1989; Wetmore et al., 1994; Bengzon et al., 1997). 
En 2003, Josephson y colaboradores lograron demostrar que en 
zonas de elevada plasticidad sináptica, como el giro dentado de rata 
ante el tratamiento con ácido kaínico, se produce una disminución local 
en los niveles de mRNA del receptor de Nogo al mismo tiempo que una 
sobreexpresión de BDNF (Josephson et al., 2003). Los factores tróficos 
como BDNF son conocidos reguladores positivos de la plasticidad 
neuronal (Lu et al., 1997), por lo que según estos autores, la 
disminución en los niveles de NgR provocaría una insensibilidad 
temporal de la neurona a los inhibidores de la mielina permitiendo los 
procesos de plasticidad neuronal promovidos por los elevados niveles de 
BDNF.  
Recientemente, este grupo encontró en el mismo modelo, una 
elevación en los niveles de mRNA mensajero de Lingo-1 en el giro 
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dentado en respuesta a la inyección con ácido kaínico y simultánea a la 
disminución en los niveles de NgR (Trifunovski et al., 2004). Aunque se 
trata de evidencias indirectas, estos autores proponen que Lingo-1 
podría estar implicado en la atenuación de la inhibición necesaria para 
permitir procesos de plasticidad sináptica. 
Integrando estos últimos datos con las evidencias experimentales 
obtenidas en este trabajo, LGI1 surge como un buen candidato para 
participar en este proceso dada su capacidad para interaccionar con 
Lingo1 y para promover in vitro el crecimiento de neuritas en presencia 
de mielina. Así, más que un promotor de la regeneración, LGI1 podría 
actuar como factor soluble facilitador de los procesos de plasticidad 
sináptica a nivel local.  
Finalmente, este modelo en el que la función de LGI1 es facilitar 
la plasticidad sináptica asociándose con Lingo-1 y/o p75NTR atenuando 
así a nivel local la inhibición del crecimiento que ejercen los inhibidores 
presentes en la mielina, podría ser compatible con su implicación en la 
aparición de un fenotipo epiléptico focal. Del mismo modo que la 
neurogénesis es un proceso finalmente regulado, los procesos de 
plasticidad neuronal en el adulto requieren de un estricto control y 
cualquier alteración tanto por exceso como por defecto podría provocar 
la aparición de circuitos con características eléctricas anómalas. De 
hecho en la actualidad se conocen multitud de patologías del SNC 
adulto, entre ellas varios síndromes epilépticos, en las que errores en 
procesos de plasticidad neuronal juegan un papel importante en la 
etiología (revisado en Johnston, 2004 y Halpain et al., 2005). 
Respecto a cuál podría ser el mecanismo molecular concreto por 
el cual las mutaciones en LGI1 provocan la aparición del fenotipo 
epiléptico, resultados del laboratorio (Sirerol-Piquer et al. 2006, en 
revisión) indican que mientras la forma silvestre se secreta al medio 
extracelular, todas las mutaciones estudiadas, al igual que la isoforma 
procesada, quedan retenidas en el interior celular. Este dramático 
efecto, demostrado también por otros autores (Senechal et al. 2005) 
implica que el papel de LGI1 en la aparición de la epilepsia puede 
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deberse tanto a un efecto de pérdida de función debido a la reducción de 
la cantidad de proteína que la neurona llega a secretar al medio como a 
una posible ganancia de función debida a la acumulación de cantidades 
anormalmente elevadas de proteína intracelular. 
 
NOTA FINAL. 
Recientemente se ha publicado un trabajo en el que se propone 
una función para LGI1 alternativa a la expuesta en esta tesis 
relacionándola también con la Epilepsia Lateral Temporal. Schulte y 
colaboradores han encontrado que LGI1 se encuentra asociado a la 
subunidad Kv1.1 de los canales iónicos presinápticos dependientes de 
voltaje tipo A que modulan la transmisión sináptica en las neuronas del 
SNC. En el hipocampo, LGI1 y Kv1.1 se co-ensamblan con otras dos 
subunidades (Kv1.4 y Kvβ1) las cuales poseen en su extremo N-term 
dominios con capacidad para inactivar rápidamente el canal, fenómeno 
que se conoce como N-inactivación (Rettig et al., 1994). Según los 
resultados presentados en este trabajo, la presencia de LGI1 en el 
complejo ralentiza considerablemente el proceso de N-inactivación 
mientras que versiones mutantes de LGI1 son incapaces de ejercer este 
efecto generando canales con cinéticas de activación más rápidas 
(Schulte et al., 2006). Según este modelo, a pesar de que LGI1 no 
presenta la estructura típica de subunidad de canal iónico, su 
capacidad para acomplejarse con los canales iónicos presinápticos 
dependientes de voltaje tipo A y modular su cinética de inactivación, 
sumado a la incapacidad de las versiones mutantes de LGI1 para 
ejercer dicha función establecería un posible mecanismo para la 
aparición de crisis epilépticas directamente ligado a las propiedades 









1.- LGI1 es el gen responsable de la Epilepsia Lateral Temporal 
Autosómica Dominante si bien no puede descartarse que exista 
heterogeneidad genética. 
 
2.- En este trabajo se realiza la primera predicción, posteriormente 
confirmada por nuestro grupo y otros autores sobre la naturaleza de 
LGI1 como proteína de secreción basada en la redefinición de la 
arquitectura de dominios publicada originalmente.  
 
3.- La unión de LGI1 como un ligando extracelular a su receptor en la 
membrana dispara procesos de señalización celular mediados por la 
inactivación de ERK1/2. 
 
4.- LGI1 interacciona in vitro con elementos del receptor constituido por 
p75NTR, Lingo1 y NgR antagonizando su función en la inhibición de 
crecimiento mediada por la mielina. 
 
5.- Integrando las evidencias experimentales encontradas se propone 
una función para LGI1 como factor soluble facilitador de los procesos de 
plasticidad neuronal en el sistema nervioso central, atenuando a nivel 
local el ambiente inhibitorio generado por la mielina permitiendo así el 
crecimiento de neuritas para la remodelación de los circuitos 
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6. MATERIAL Y MÉTODOS. 
6.1 Material y Métodos correspondientes al Capítulo 1. 
6.1.1 Material biológico. 
En las tablas 9 y 10 se resumen las características clínicas de las 
familias incluidas en este estudio. 
 
Tabla 9: Características clínicas de las familias españolas. 











nº pacientes (v/f) 13/6 5/0 3/0 5/1 4/0 4/1 
Edad de inicio 11-40 18-62 15-23 15-27 8-34 nd 
Tipo de crisis (nº) 
Parcial  1 3 1  3 nd 
TCGS  9 3 2 3 1 nd 
TCOD  1 2 1 1  nd 
Síntomas (nº) 
Auditivos  4 1 2 3 4 nd 
Visuales  5 1    nd 
Afásicos       nd 
Otros  2     nd 
EEG interictal (nº/d) 
Normal 5/7 3/5 3/3  4/4 nd 
Anorm. L. Temp. 2/7 2/5  3/3  nd 
v: vivos, f: fallecidos, TCGS: Tónico-clónica generalizada secundariamente, TCOD: tónico-clónica de origen 
desconocido, EEG: Electroencefalograma, nº/d: número/EEG disponibles, Anorm. L. Temp: Anormalidades en 




Tabla 10: Características clínicas de las familias alemana e italianas. 
Datos clínicos G-1 I-1 I-2 I-3 I-4 
nº pacientes (v/f) 6/3 3/3 3/3 3/1 3/0 
Edad de inicio 11-50 8-12 18-20 8-30 22-46 
Tipo de crisis (nº) 
Parcial    2 3 3 
TCGS  8 3 2 3 3 
TCOD  1  4 1  
Síntomas (nº) 
Auditivos  8 3 2 3 3 
Visuales      2a 
Afásicos      1a 
Otros      2a 
EEG interictal (nº/d) 
Normal 2/6 1/3 1/3 0/2 2/3 
Anorm. L. Temp. 4/6 2/3 2/3 2/2 1/3 
v: vivos, f: fallecidos, TCGS: Tónico-clónica generalizada secundariamente, TCOD: tónico-clónica 
de origen desconocido, EEG: Electroencefalograma, nº/d: número/EEG disponibles, Anorm. L. 
Temp: Anormalidades en el lóbulo temporal. G-1 originalmente descrita en (Mautner et al., 
2000), I-1 a I-4 descritas en (Michelucci et al., 2000; Michelucci et al., 2003) 
a Síntomas secundarios del aura.  
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6.1.2 Búsqueda de mutaciones. 
Para la búsqueda de mutaciones se amplificó mediante la 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) el DNA genómico de los 
pacientes extraído a partir de sangre periférica utilizando cebadores 
específicos de la región intrónica flanqueante a cada uno de los 8 
exones del gen. En todos los casos se utilizó la Taq polimerasa de 
Qiagen con la mezcla de reacción recomendada por el fabricante. Las 
condiciones de amplificación fueron: una etapa de desnaturalización 
inicial de 10 min a 95ºC seguida de 35 ciclos constituidos por una 
etapa de desnaturalización de 30 s a 95ºC, una etapa de annealing de 
30 s a la temperatura adecuada para cada pareja de cebadores (ver 
tabla 11) y una etapa de extensión de 45 s a 72ºC. La reacción se 
concluyó con una etapa de extensión final de 5 min a 72ºC. En algunos 
casos fue necesario añadir a la mezcla de reacción el aditivo Q 
proporcionado por el fabricante, tal y como se indica en la tabla 11. 
 
Tabla 11: Cebadores y condiciones de PCR para el rastreo de mutaciones en el gen 
LGI1. 
E Cebador Directo Cebador Reverso pb Tm 
1 GGTGGACTCCTATGTGACCTG TCTCTCTCCATGCCCTTCTAC 438 60ºC 
2 GCTAAACCGGATTAACATAAGG GGCTTATCCAAATATATGCC 219 48ºCa 
3 ACAATCTGTCAGTTTCACC TTGAGAGTACTTGTCCTGAATC 171 48ºC 
4 CAGGACAAGTACTCTCAAGTTC ACAGGTGATCAAACTGCATTG 197 60TD50b 
5 TCACTACAGTTTACATCACC AGGCTTCCTTGTTAATGA 172 50ºC 
6 CGTGGGTAGGGTCCTTGTAC TTTGAGGTGGAATGATGATG 249 60TD50b 
7 GGAAAGAGGTATTAGCTCAC CACTCATCTTTCCTTGTTGC 287 50ºC 
8 TGGCCACACAACTAATCTCTCC TCATCCGGGTCATGTACTG 929 60TD50a,b 
E: número de Exón, pb: tamaño del amplicón en pares de bases, Tm: Temperatura del ciclo de annealing en la 
PCR. 
a Indica que se añadió a la reacción el aditivo comercial Q proporcionado junto a la Taq polimerasa de Qiagen. 
b 60TD50 hace referencia a un protocolo de tipo touchdown en el que tras 4 ciclos a 60ºC, la temperatura de 
annealing desciende 0,5ºC/ciclo hasta alcanzar 50ºC. El resto de ciclos hasta completar 35 se realizan a 50ºC.  
 
Los productos amplificados se purificaron con el kit Concert 
nucleic acid purification system de la casa comercial Invitrogen y se 
secuenciaron utilizando el sistema BigDye v2.0 dye terminator kit 
obteniendo las secuencias en un secuenciador modelo ABIPrism 3100 
de Applied Biosystems. 
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La búsqueda de mutaciones se realizó comparando las secuencias 
resultantes de cada exón para cada uno de los afectados estudiados con 
la secuencia de LGI1 obtenida de las bases de datos públicas. 
6.1.3 Análisis de segregación de las mutaciones con la 
enfermedad en las familias y estudio poblacional. 
El estudio de segregación se realizó mediante la técnica de los 
Polimorfismos en la Longitud de Fragmentos de Restricción (RFLP), ya 
que las dos mutaciones encontradas eliminaban una diana de 
restricción pudiendo distinguir el patrón electroforético del alelo normal 
y del alelo mutado al realizar una digestión con el enzima de restricción 
adecuado del producto de PCR correspondiente al exón en el que se 
localiza la mutación. Las digestiones se realizaron siguiendo el protocolo 
de fabricante del enzima (MBI Fermentas) incubando el producto de 
PCR del exón correspondiente con el enzima de restricción en el tampón 
adecuado durante 2 h a 37ºC. El resultado se visualizó mediante 
electroforesis en un gel de agarosa teñido con Bromuro de Etidio. 
El estudio de la presencia de estos cambios en la población 
general se realizó utilizando la misma metodología, a partir del DNA de 
60 individuos sanos provenientes de la misma región geográfica que las 
familias en las que se detectaron las mutaciones: el País Vasco para la 
mutación c.758delC y el sur de España para la mutación c.1420C>T. 
6.2 Material y Métodos correspondientes al Capítulo 2. 
6.2.1 Material biológico. 
6.2.1.1 Cepas de Escherichia coli. Genotipo. 
 DH5α: F-, φ80dlacZ ΔM15, endA1, recA1, hsdR17 (rk-, mk+), 
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6.2.1.2 Cepas de Saccharomyces cerevisiae. Genotipo. 
 AH109: MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4Δ, 
gal80Δ, LYS2::GAL1UAS-GAL1TATA-HIS3, GAL2UAS-GAL2TATA-ADE2, 
URA3:: MEL1UAS-MEL1TATA-lacZ  
 FY250: MATα, ura3-52, his3-200, trp1-63, leu2-1 
 
Todo el trabajo con bacterias y levaduras se realizó en 
condiciones de asepsia manipulando reactivos y medios de cultivo bajo 
la llama de un mechero Bunsen. Todos los medios de cultivo y los 
reactivos se esterilizaron en un autoclave a 121ºC y 1 atmósfera de 
sobrepresión durante 20 min o por filtración con un tamaño de poro 
0,22 μm para reactivos termosensibles. 
 
6.2.1.3 Líneas celulares de mamífero. 
• Cos7: (Monkey African green kidney, SV40 transformed). Se 
cultivan en medio básico DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium) con alta glucosa (4,5 g/l) con 10% FBS (Suero Bovino 
Fetal), 2 mM Glutamina, 100 U/ml penicilina, 0,1 mg/ml 
estreptomicina a 37ºC y 5% de CO2. 
Todo el trabajo con líneas celulares de mamífero se realizó en 
condiciones de esterilidad en cuarto de cultivos con sistema de filtrado 
de aire en una cabina de flujo laminar vertical tipo II. Los medios de 
cultivo y los reactivos se esterilizaron por filtración con un tamaño de 
poro 0,22 μm cuando fue necesario. 
 
 
6.2.1.4 Cepas de conejo.  
Se emplearon conejos de la raza New Zealand para la obtención 
de anticuerpos frente a LGI1. Los conejos fueron adquiridos de la granja 
perteneciente a la Universidad Politécnica de Valencia. 
 
6.2.1.5 Cepas de ratón.  
Se emplearon ratones de la cepa CD1 Swiss. 
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6.2.2 Clonación del cDNA de LGI1. 
Para la obtención de cDNA de LGI1 se rastreó mediante PCR una 
librería de cDNA comercial obtenida a partir de cerebro humano adulto 
(SuperScript Human Brain cDNA Library, Invitrogen) utilizando 
cebadores específicos del comienzo de la ORF de LGI1 (ATG a 225 pb 
del inicio del exón 1) el directo y del codón de parada (TGA a 834 pb del 
inicio del exón 8) el reverso. 
 
Clonación mediante el sistema Gateway (Invitrogen). 
Los productos obtenidos de la genoteca (correspondientes a LGI1 
completa (LGIcpt) y a la isoforma generada por procesamiento alternativo 
LGIsp) se clonaron mediante el sistema Gateway de Invitrogen. 
Este sistema, entre otras opciones, proporciona una metodología 
diseñada para facilitar la clonación de productos de PCR y su posterior 
expresión en forma de proteína ya que sustituye el método tradicional 
de clonación por digestión con enzimas de restricción y ligación, por 
una reacción de recombinación entre secuencias específicas que 
consigue la clonación direccional del DNA amplificado. Posteriormente, 
este sistema proporciona una gran versatilidad para transferir 
segmentos de DNA entre vectores ya que, una vez clonados, los 
fragmentos pueden transferirse desde un “vector de entrada” a 
numerosos “vectores de destino” o viceversa según las necesidades. La 
clonación se basa en dos reacciones enzimáticas que se esquematizan 
en la figura 24: 
 
• Reacción BP, que consiste en la introducción del gen (flanqueado 
por secuencias específicas denominadas attB) en el vector dador, 
conocido como pDONOR, el cual contiene secuencias específicas 
denominadas attP. Mediante una reacción de recombinación entre 
los sitios attB y attP catalizada por el enzima clonasa el gen queda 
introducido dentro del pDONOR, que a partir de ese momento 
pasa a llamarse vector o clon de entrada o pENTRY.  
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• Reacción  LR, por la cual el gen que se encuentra clonado en un 
vector de entrada pENTRY se transfiere al vector destino 
correspondiente. Se trata de una reacción de recombinación entre 
los sitios attL del pENTRY y los sitios attR de un “vector destino”, 
conocido como pDEST, manteniéndose en todo momento la 
orientación correcta del gen.  
 
Para el rastreo de la genoteca se utilizaron cebadores que 
contenían las colas attB1, el directo y attB2 el reverso cuya secuencia 
se muestra en la tabla 16, obteniéndose tras la clonación las 
construcciones pENTRY·LGI1cpt y pENTRY·LGI1sp. 
 
Tabla 16: Cebadores para la clonación de LGI1. 







nº: número de referencia del cebador a efectos de citación en el texto. Las secuencias en negrita 
corresponden a los attB1 en el cebador directo (-F) y attB2 en el reverso (-R). Subrayadas se encuentran las 
bases que constituyen el codón de inicio ATG y el codón de parada TGA. 
 
 
Figura 24: Clonación de productos de PCR mediante el sistema Gateway.  
El producto de PCR flanqueado por secuencias attB se introduce en un vector 
dador (Donor Vector) mediante la reacción de recombinación BP. El clon de 
entrada resultante (Entry Clone) puede transferirse a un vector destino 
(Destination Vector) mediante la reacción LR para conseguir un vector capaz de 
expresar el producto clonado (Expression Clone).(Imagen obtenida del manual del 
sistema de clonación Gateway de Life Technologies) 
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6.2.3 Herramientas de análisis bioinformático. 
• Análisis de estructura de dominios proteicos: 
SMART http://smart.embl-heidelberg.de 
• Predicción de dominios transmembrana: 
TMHMM http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM 
• Comparación de secuencias con bases de datos: 
Advanced BLAST2 http://dove.embl-heidelberg.de/Blast2 
 
6.2.4 Producción de anticuerpos policlonales anti-LGI1. 
6.2.4.1 Antígenos escogidos y protocolo de inmunización. 
Se generaron 4 anticuerpos a partir de dos péptidos sintéticos 
correspondientes a dos regiones diferentes de la proteína LGI1, de modo 
que cada péptido se utilizó para inmunizar dos conejos diferentes: 
- Anticuerpos P01C258 y P01C259: Dirigidos al extremo 
N-term de la proteína (aminoácidos 200-220). Secuencia 
del péptido P01: EGPPEYKKRKINSLSSKDFD  
- Anticuerpos P03C262 y P03C263: Dirigidos al extremo 
C-term de la proteína (aminoácidos 505-523). Secuencia 
del péptido P03: KAKFVKFQELNVQAPR 
Los péptidos fueron adquiridos de la compañía DiverDrugs 
conjugados a la molécula transportadora KLH (Keyhole limpet 
hemacyanin) y se inyectaron en conejos de la raza New Zealand. Tras 
obtener suero preinmune para cada animal, los conejos fueron 
inmunizados cada tres semanas, con un total de seis inmunizaciones. 
Las inmunizaciones se realizaron subcutáneamente en la región 
cérvico-dorsal, inyectándose cada animal con 180 μg de péptido 
conjugado, en 1 ml de una emulsión que contiene PBS y adyuvante de 
Freund completo en la primera inmunización e incompleto en las 
restantes (Sigma).  
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6.2.4.2 Obtención del suero inmune. 
Once días después de la última inmunización se procedió a la 
sangría de los animales mediante canulación de la arteria carótida, 
obteniéndose aproximadamente 180 ml de sangre por conejo. La sangre 
extraída se dejó coagular 2 h a temperatura ambiente (TªA) seguidas de 
una incubación a 4ºC toda la noche. El sobrenadante resultante se 
decantó y centrifugó a 10000xg durante 30 min a 4ºC. 
 
6.2.4.3 Purificación de la fracción de las inmunoglobulinas. 
 
Precipitación por sulfato amónico.  
El suero obtenido se sometió a una precitación con sulfato 
amónico saturado hasta el 50%, el sulfato amónico saturado se añade 
lentamente gota a gota en agitación sobre el suero hasta alcanzar el 
porcentaje deseado, a continuación se incuba durante 30 minutos a 
4ºC en agitación y se centrifuga a 10000xg durante 15 minutos a 4ºC. 
Para su conservación a largo plazo, el precipitado resultante se 
resuspendió en una solución de sulfato amónico al 50% añadiendo 0,3 
ml por cada ml de suero de partida, manteniéndolo en todo momento a 
4ºC (Montoya et al., 1987). 
 
Purificación de las IgGs por columna de Sepharose-Proteína 
A.  
Las IgGs se purificaron por cromatografía en columnas de 
Sepharose-Proteína A de 1 ml de capacidad (HiTrap Protein A HP, 
Amersham Biosciences). Se toma el volumen de suero precipitado 
correspondiente a 20mg de IgGs (asumiendo una concentración de 10 
mg IgG/ml suero y teniendo en cuenta el número de veces que el suero 
se concentró con la precipitación por sulfato amónico) y se centrifuga a 
13000rpm durante 5 min a 4ºC, se retira el sobrenadante y el 
sedimento se resuspende en tampón de unión (20mM fosfato sódico pH 
7) y se somete a una diálisis de 12 horas a 4ºC frente al tampón de 
unión para eliminar el sulfato amónico. Una vez dializada la muestra se 
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siguieron las instrucciones proporcionadas por el fabricante para la 
purificación de las IgGs por las columnas HiTrap Protein A HP, 
obteniéndose 10 fracciones de elución (tampón de elución: ácido cítrico 
0,1M pH 3) a las que se añadió Tris HCl 1M pH 9 para neutralizar el pH 
del tampón de elución y obtener un pH de conservación de 7.  
El contenido en proteína de cada eluído se cuantificó mediante el 
sistema Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad) basado en el método de 
Bradford juntando los eluídos con mayor concentración de proteína. En 
la tabla 17 se muestran los resultados de la cuantificación de la mezcla 
de eluídos final para cada anticuerpo.  
Las IgGs purificadas y cuantificadas se conservaron a 4ºC y se 
utilizaron a la dilución correspondiente según la aplicación. 
 
Tabla 17: Cuantificación de los 
anticuerpos anti-LGI1. 
Péptido Anticuerpo Conc. (mg/ml) 
P01C258 1´02 P01 
P01C259 0´77 
P03C262 0´82 P03 
P03C263 0´96 
Conc.: concentración de proteína. 
 
6.2.5 Comprobación de la especificidad de los anticuerpos 





Obtención del tejido. 
El tejido cerebral se obtuvo de ratones de la cepa CD1 Swiss 
fijados por perfusión intracardíaca con paraformaldehído (PFA) 4%. Los 
ratones anestesiados se perfundieron inicialmente con suero salino 
atemperado a 37ºC para eliminar la sangre del sistema circulatorio y 
posteriormente con PFA 4%. Tras la perfusión se extrajo el cerebro el 
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cual se sometió a postfijación por inmersión en PFA 4% durante toda la 
noche a 4ºC en agitación suave. 
Al día siguiente se eliminó mediante corte con un bisturí el 
cerebelo y la región frontal (incluyendo los bulbos olfatorios) 
obteniéndose secciones coronales de la región central (incluyendo 
ambos hipocampos) de 30 μm de grosor mediante un vibratomo. Los 
cortes se conservaron flotantes en tampón fosfato (PB) 0,1M pH 7,3 a 
4ºC hasta el momento de la inmunohistoquímica. 
 
Preadsorción de los anticuerpos. 
Para comprobar la especificidad de los anticuerpos policlonales 
generados, cada anticuerpo se preincubó con un exceso del péptido 
correspondiente utilizado para la inmunización en solución de bloqueo 
PB 0,1M pH 7,3, 10% Suero Bovino Fetal (FBS) y agitación a 4ºC 
durante al menos 1 h. La relación péptido/anticuerpo fue de 250 μg de 
péptido/μl de anticuerpo. 
 
Detección por inmunohistoquímica. 
Todo el proceso se realizó en agitación suave manteniendo los 
cortes inmersos en la solución correspondiente. Tras 3 lavados de 5 min 
con PB 0,1M pH7,3 se efectuó un bloqueo de la peroxidasa endógena 
del tejido incubando los cortes en peróxido de hidrógeno al 3% en PB 
0,1M pH7,3 en oscuridad durante 30 min. El agua oxigenada se eliminó 
mediante dos lavados de 5 min con PB 0,1M pH7,3 y se procedió a 
bloquear las uniones inespecíficas mediante incubación con solución de 
bloqueo: 10% FBS o Suero de cabra (NGS) en PB 0,1M pH7,3 durante 1 
h a TªA. Los anticuerpos primarios anti-LGI1, preadsorbidos o no según 
el caso, se incubaron a distintas concentraciones (1:500-1:2000 para 
P01C258 y P01C259, 1:300-1:1000 para P03C262 y P03C263) diluidos 
en solución de bloqueo durante toda la noche. Al día siguiente se 
eliminó el anticuerpo no unido mediante 3 lavados de 10 min con PB 
0,1M pH7,3 y se procedió a la incubación con el anticuerpo secundario 
cabra anti-conejo conjugado con Biotina (Vector) en solución de bloqueo 
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diluido 1:300 durante 1 h a TªA tras lo que se volvieron a realizar 3 
lavados de 10 min con PB 0,1M pH7,3. Durante estos lavados se 
prepararon en oscuridad los complejos Avidina-Biotina-Peroxidasa para 
la detección de la señal con el sistema comercial ABC de Pierce según 
las instrucciones del fabricante diluyéndolos 1:300 en PB 0,1M pH7,3. 
Los complejos se incubaron con los cortes durante 1 hora y, tras 3 
lavados finales, se procedió al revelado de la señal mediante el sustrato 
cromogénico de la peroxidasa diaminobenzidina (DAB). La mezcla de 
revelado consistió en 0,05% DAB y 0,01% peróxido de hidrógeno en PB 
0,1M pH7,3 manteniéndose en contacto con los cortes hasta ver 
aparecer la señal. La reacción se detuvo eliminando el DAB mediante 
lavados con PB 0,1M pH7,3. Para su observación los cortes se 
montaron sobre portaobjetos sometiéndoles a un proceso de 
deshidratación mediante alcoholes de concentración creciente (Etanol 
70% hasta 100% con un paso final en Xilol) y conservación en medio de 
montaje Eukitt. La observación y toma de microfotografías se realizó en 
un microscopio Nikon Eclipse E800. 
 
6.2.5.2 Inmunocitoquímica.  
 
Sobre cultivos primarios de neuronas de ratón. 
Se utilizaron cultivos primarios de neuronas corticales de 
embrión de ratón de estadío E15 amablemente cedidos por Sacramento 
Rodríguez en el laboratorio de la Dra. Isabel Fariñas (Departamento de 
Parasitología y Biología Celular- Universidad de Valencia) Los cultivos 
se dejaron madurar durante 8 días creciendo sobre cubreobjetos de 
cristal recubiertos con poli-L-Lisina y se fijaron en PFA4% durante 20 
min a 37ºC, manteniéndose a 4ºC en PB 0,1M pH 7,3 hasta el momento 
de la detección. 
El protocolo de detección es muy similar al expuesto en el punto 
anterior para la detección por inmunohistoquímica con algunas 
modificaciones. Tras los lavados iniciales se omite el bloqueo de la 
peroxidasa endógena pasando directamente al bloqueo de uniones 
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inespecíficas con solución de bloqueo durante 30 min a TªA. El 
anticuerpo primario que se utilizó fue P01C258 diluido 1:300 en 
solución de bloqueo durante 2 h a TªA. Para lograr un comarcaje, los 
cultivos se incubaron simultáneamente al anticuerpo anti-LGI1 con un 
anticuerpo primario monoclonal dirigido contra la proteína asociada a 
microtúbulos MAP2 (que marca el citoesqueleto de neuronas maduras) 
diluido 1:250. Tras los correspondientes 3 lavados con PB 0,1M pH 7,3, 
se procedió a la incubación con los anticuerpos secundarios según la 
especie del anticuerpo primario utilizado conjugados con diferentes 
fluoróforos: cabra anti-conejo conjugado a Cianina (Cy3: pico de 
absorción 492 nm, pico de emisión 510 nm) que emite fluorescencia 
verde diluido 1:400 para el anticuerpo primario anti-LGI1 y cabra anti-
ratón conjugado a Indocarbocianina (Cy2: Pico de absorción 550 nm, 
pico de emisión 570 nm) que emite fluorescencia roja diluido 1:1500 
para el anticuerpo monoclonal anti-MAP2. La mezcla de anticuerpos 
secundarios en solución de bloqueo se incubó con las células durante 
45 min a TªA y tras lavar el exceso de anticuerpo los cubreobjetos se 
montaron sobre portaobjetos de cristal con medio de montaje FluorSave 
(Calbiochem). 
 
Sobre líneas celulares COS7 expresando LGI1cpt·GFP. 
Además de la preadsorción de los anticuerpos primarios con el 
péptido sintético utilizado para su obtención, la especificidad de los 
anticuerpos se comprobó realizando inmunocitoquímica de 
fluorescencia con los anticuerpos primarios P01C258 y P03C262 y un 
anticuerpo secundario conjugado a Cy2 sobre cultivos de células COS7 
transfectados de forma que expresaran transitoriamente una proteína 
de fusión constituida por la secuencia codificante de LGIcpt fusionada a 
la Proteína Fluorescente Verde (GFP). Mediante microscopía confocal se 
demostró la colocalización de la señal fluorescente verde proveniente de 
la proteína LGI1cpt·GFP y la señal fluorescente roja proveniente de la 
inmunocitoquímica con los anticuerpos anti-LGI1. La obtención de 
células COS7 expresando LGI1cpt·GFP se detalla a continuación. La 
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estrategia seguida para conseguir la construcción LGI1cpt·GFP se 
incluye más adelante en un apartado más general sobre clonación 
(2.4.6.1). 
La detección se llevó a cabo siguiendo el protocolo descrito en este 
mismo apartado obteniendo microfotografías en un microscopio 
confocal Nikon Eclipse E800. 
 
Transfección transitoria de células COS7 por lipofección. 
Dos días antes de la transfección se siembran  3x104 células 
COS7 en placas de cultivo de 24 pocillos sobre las que se ha colocado 
un cubreobjetos por pocillo recubierto con poli-L-Lisina en condiciones 
estériles. El día de la transfección se hace un lavado a las células con el 
medio reducido en suero Optimem I (Gibco) dejando 400 μl/pocillo. 
Para la formación de los lipocomplejos se mezcla en un tubo tipo 
eppendorf por cada pocillo a transfectar 100 μl de Optimem I y 0,45 del 
reactivo de transfección Fugene (Roche). Esta mezcla se incuba 5 min a 
TªA tras lo que se añaden 150 ng del plásmido purificado que se quiere 
transfectar  Tras 15 minutos de incubación la mezcla conteniendo los 
lipocomplejos se añade gota a gota sobre los 400 μl de medio que hay en 
cada pocillo. 
Las placas se mantienen 24-48 h en el incubador momento en el 
que los cultivos se lavan con PB 0,1M pH7,3 y se fijan con PFA 4% del 
mismo modo que los cultivos primarios de neuronas. 
 
6,2.6 Construcciones para la expresión de LGI1.   
 
6.2.6.1 Clonación direccional clásica. 
En muchos de los experimentos analizados en este capítulo y en 
el siguiente se utilizan distintos vectores de expresión en los que se 
hallan clonadas diferentes versiones de LGI1 u otros genes en función 
de las necesidades del experimento y el sistema de expresión empleado, 
por lo que a continuación se expondrá la metodología general para la 
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clonación de estas construcciones, especificándose la naturaleza de las 
mismas en el apartado correspondiente al experimento en el que se 
utilizaron.  
En el apartado 2.4.2 ya se ha detallado la metodología para la 
clonación de productos de PCR mediante el sistema Gateway. A 
continuación se detalla el protocolo de clonación direccional clásico por 
corte con enzimas de restricción y ligación. 
 
Obtención de inserto (ORF que se desea clonar). 
En caso de poseer el gen ya clonado en un vector que contiene 
dianas de restricción flanqueantes compatibles con el vector destino en 
el que se desea clonar, el procedimiento se denomina subclonación. En 
este caso, el inserto se obtiene mediante digestión a partir de 10 μg del 
plásmido del que queremos extraer el inserto, realizando una digestión 
doble si los enzimas son compatibles con el mismo tampón de reacción 
o secuencial purificando la reacción entre la primera digestión y la 
segunda. Las digestiones se realizan de acuerdo con las especificaciones 
del fabricante del enzima incubando los 10 μg de DNA con al menos 1 
unidad de cada enzima en el tampón recomendado a la temperatura 
adecuada durante más de 2h. La totalidad de la reacción de digestión se 
visualiza en un gel de agarosa del 0,8-1% teñido con Bromuro de Etidio 
recuperándose el DNA recortando con un bisturí el fragmento de 
agarosa que contiene la banda correspondiente al inserto purificándola 
con el sistema MiniElute Gel Extraction Kit de Qiagen que permite 
concentrar la muestra eluyendo en 10 μl. 
 Cuando las dianas de restricción que flanquean el inserto en el 
plásmido origen no son compatibles con el plásmido destino o cuando 
no se dispone del inserto clonado en ningún vector, se puede obtener el 
inserto por PCR a partir de una genoteca o de un plásmido con el gen 
clonado, utilizando cebadores específicos del gen que contengan colas 
con la secuencia de las dianas de restricción necesarias para la 
clonación en el vector destino. La reacción de PCR se efectúa con una 
DNA polimerasa que posea prueba de lectura (actividad exonucleasa 
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3’>5’) como la Pfu Turbo de Stratagene según las especificaciones del 
fabricante: 2,5 unidades de Pfu Turbo en tampón de reacción 1x, 
mezcla de los cuatro dNTPs (ATP. CTP, GTP y CTP) a una concentración 
final de 200 μM cada uno, 0,5 μM de cada cebador y 50 ng de DNA 
molde en un volumen de reacción de 50 μl. Las condiciones de 
amplificación generales son las que especifica el fabricante de la 
polimerasa con 30 ciclos en los que la temperatura de annealing de los 
cebadores es habitualmente 60ºC y la temperatura de extensión 68ºC 
ajustando la duración de la extensión por ciclo según el tamaño del 
inserto (1min/kb). La totalidad de producto de PCR se visualiza en un 
gel de agarosa teñido con Bromuro de Etidio recuperándose el DNA 
recortando con un bisturí el fragmento de agarosa que contiene la 
banda de interés y purificándolo con el sistema Qiaquick Gel Extraction 
Kit de Qiagen. Una vez purificado el producto de PCR que ya contiene 
las dianas de restricción necesarias se somete a digestión con los 
enzimas correspondientes tras lo que se purifica y concentra mediante 
el sistema MiniElute Reaction Purification Kit de Qiagen, eluyendo en 10 
μl. 
 
Obtención del vector destino.  
El vector dónde se quiere clonar el inserto ha de ser digerido con 
los mismos enzimas que el inserto para conseguir la clonación 
direccional del mismo. La digestión se efectúa como se ha expuesto en 
el punto anterior a partir de 10 µg de vector y realizando digestión doble 
si la compatibilidad de tampones entre los enzimas y la separación 
entre las dianas de restricción en el Sitio de Clonación Múltiple lo 
permite. Tras la digestión los extremos 5’-Fosfato del vector se han de 
defosforilar para prevenir la religación del vector vacío. Para esto se 
incuba el vector digerido con 5 unidades de fosfatasa alcalina (Roche) 
en el tampón suministrado durante 30 min a 37ºC.  En último lugar la 
reacción se purifica y concentra con el sistema MiniElute Reaction 
Purification Kit de Qiagen. 
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Estimación de la cantidad de inserto y vector.  
Ambos productos se cuantifican comparando la intensidad de 
banda al correr 1 μl de los productos digeridos y purificados en un gel 
de agarosa al 0´8% con un patrón de peso molecular en el que se 
conoce la cantidad de DNA presente en cada banda (REAL, Durviz). 
 
Ligación y Electroporación.  
La ligación del vector y del inserto digerido se llevan a cabo con el 
sistema de Roche Rapid DNA Ligation Kit durante 15 minutos a TªA 
combinando vector e inserto en una relación molar de 1:3 en un 
volumen final de reacción de 21 μl en presencia de los tampones 
suministrados por el fabricante y 1 unidad de ligasa T4. Tras la 
ligación, el producto se purifica el sistema High Pure PCR Purification Kit 
de Roche eluyendo la columna con 100 µl de agua. Para su propagación 
y posterior purificación el producto de la ligación se transfiere a células 
competentes de E. coli DH5α mediante electroporación a 1700 mV con 
10 μl de la ligación purificada, creciendo el cultivo resultante en placas 
de medio LB agar (1% Bactotriptona, 1% NaCl, 0,5% Extracto de 
levadura, pH 7, 2% agar) suplementado con el antibiótico 
correspondiente para la selección de colonias positivas portadoras de la 
nueva construcción (100 mg/l si es ampicilina y 50 mg/l si es 
kanamicina). 
 
Purificación del DNA plasmídico.  
Algunas colonias individuales crecidas en las placas con el 
antibiótico de selección se crecen de manera independiente en medio LB 
líquido suplementado con antibiótico a 37ºC en agitación durante 8-12 
horas. Para la comprobación de la ligación por análisis de restricción 
y/o por secuenciación directa, el DNA plasmídico se purifica a pequeña 
escala con un sistema comercial de Miniprep (Qiagen, Eppendorf, 
Marligen). Una vez comprobado que la nueva construcción está 
correctamente clonada, se selecciona la escala de purificación de DNA 
plasmídico en función de las necesidades de cada experimento: a media 
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escala: Midiprep con el sistema comercial de Marligen o a gran escala 
Maxiprep con el sistema comercial de Eppendorf o  Megaprep con el 
sistema JetStar de Genomed. 
 
2.4.6.2 Construcciones para la expresión en mamífero utilizadas en 
este capítulo. 
Como se ha indicado en el apartado 2.4.5.1 para comprobar la 
especificidad de los anticuerpos policlonales generados contra LGI1 se 
realizó inmunocitoquímica sobre células COS7 expresando 
transitoriamente LGI1cpt fusionada a GFP. Esta construcción se obtuvo 
amplificando la ORF de LGI1 a partir de la construcción pENTRY·LGI1cpt 
con los cebadores que se indican en la tabla 18 que incluyen sitios de 
restricción XhoI y EcoRI. Además el cebador directo incluye la secuencia 
Shine-Dalgarno para favorecer el reconocimiento del ribosoma y mejorar 
la traducción de la proteína. Por su parte, le cebador reverso está 
diseñado de manera que elimina el codón de parada natural de LGI1 
para permitir la fusión con la ORF de GFP. 
La clonación se realizó sobre el vector comercial pEGFP.N1 de 
Clontech obteniendo la construcción pEGFP.N1·LGI1cpt 
 
Tabla 18: Cebadores para la clonación de LGI1 en pEGFP.N1. 
nº cebador secuencia 
3 XhoI-hLGI1 S/D- F 
5’ATTTAACTCGAGGAAGGAGATAGAACCATGGAATCA
GAAAGAAGC3’ 
4 EcoRI- hLGI1-no stop-R 5’GGAAGGGAATTCGTGCGCTTAAGTCAAGTAT3’ 
En negrita la secuencia de la diana de restricción incluida en el cebador, Subrayado el codón de inicio de la 
traducción. 
 
6.2.6.3 Construcciones para la expresión en levadura utilizadas en 
este capítulo. 
 
Vectores de expresión en levaduras. 
• pGBKT7: Vector en el que se clona la proteína que servirá de 
cebo para el rastreo de interacciones por Doble Híbrido. Fusiona 
el dominio de unión de Gal4 (GBD) y un epítopo Myc al extremo 
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N-term de la proteína clonada. Es un vector comercial de 
Clontech. 
 Marcador de selección en bacterias: kanamicina.  
 Marcador para la selección en levadura: Triptófano (TRP).  
 
• pACT2: Vector en el que se encuentran los clones de la genoteca 
que se rastrea para encontrar interacciones por Doble Híbrido. 
Fusiona el dominio de activación de Gal4 (GAD) y un epítopo HA 
al extremo N-term de la proteína clonada. Es un vector comercial 
de Clontech. 
 Marcador de selección en bacterias: ampicilina.  
 Marcador para la selección en levadura: Leucina (LEU).  
 
• pEG-GST: Vector para construir fusiones de la Glutatión-S-
transferasa (GST) al extremos N-term de la proteína clonada. 
Vector proporcionado por el Dr. Pascual Sanz (Instituto de 
Biomedicina de Valencia CSIC). 
 Marcador de selección en bacterias: ampicilina.  
 Marcador para la selección en levadura: Histidina (HIS3).  
 
• pWS93: Vector que fusiona 3 epítopos HA al extremo N-term de la 
proteína clonada. Vector proporcionado por el Dr. Pascual Sanz 
(Instituto de Biomedicina de Valencia CSIC). 
 Marcador de selección en bacterias: ampicilina.  
 Marcador para la selección en levadura: Uracilo (URA3).  
 
• pALMyc: Vector que fusiona un epítopo Myc al extremo N-term 
de a proteína clonada. Vector construido para esta tesis 
eliminando el fragmento correspondiente a “GAD + Sitio de 
Clonación Múltiple” de pACT2 sustituyéndolo por el fragmento 
“Myc + Sitio de Clonación Múltiple” de pGBKT7. 
 Marcador de selección en bacterias: ampicilina.  
 Marcador para la selección en levadura: Leucina (LEU).  
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Cebadores utilizados para la clonación. 
 
Tabla 19: Cebadores utilizados para la clonación de las construcciones para 
expresión en levadura. 
nº cebador secuencia 
5 h-DH-LGI1-noPS-EcoRI-F 5’AACTTAGAATTCGAAACCAGCGAAGCC3’ 
6 h-DH-LGI1-STOP-SalI-R 5’TATATCGTCGACTCATGCGCTTAAGTCAA3’ 
7 h-DH-LGI1Nt-STOP-SalI-R 5’GTCTTAGTCGACTCAGTCTTGAGACTTTGC3’ 
8 h-DH-LGI1Ct-EcoRI-F 5’GTCTTAGAATTCATCAATAGTCTCTCCTCGAAG3’ 
9 h-RANBP9-ATG-SalI-F 5’AACTTAGTCGACGAATGGGAATTGGTCTTTCTGC3’ 
10 h-RANBP9-TGA-SalI-R 5’TCAATCGTCGACTCAATGTAGGTAGTCTTCCACTG3’ 
11 h-RhoGDI-ATG-EcoRI-F 5’TTACTAGAATTCATGGCGAGCAGGAG3’ 
12 h-RhoGDI-TGA-SalI-R 5’TAAATAGTCGACTCAGTCCTTCCAGTCC3’ 
13 h-p75NTR-noPS-EcoRI-F 5’TTACTAGAATTCATGAAGGAGGCTTGCCCC3’ 
14 h-p75NTR-TGA-SalI-R 5’TCAACTGTCGACTCACACCGGGGATG3’ 
15 h-NgR-ATG-EcoRI-F 5’TTACTAGAATTCATGAAGAAGGCGTCCGC3’ 
16 h-NgR-TGA-SalI-R 5’TAAATCGTCGACTCAGCAGGGCCCAAG3’ 





Tabla 20: Construcciones generadas para la expresión de proteínas en levadura. 
Construcción Inserto Vector Estrategia de clonación Proteína expresada 














pWS93·LC2 región final de MAP1A pWS93 
subclonación a partir del 
clon recuperado de la 
genoteca en pACT2 
digestión: EcoRI/XhoI:SalI 
HA-LC2 
pEGGST·LGI1-PS LGI1 sin PS pEGGST 




pALMyc·LGI1-PS LGI1 sin PS pALMyc 






LGI1 sin PS 
(dom. LRR) 
pALMyc 













pWS93·RanBP9 RANBP9 pWS93 
PCR (#9/#10) 
molde: clon recuperado 
de la genoteca en pACT2 
digestión: SalI/SalI 
HA-RANNP9 
pWS93·RhoGDI RhoGDI pWS93 PCR (#11/#12) molde: genoteca cDNA HA-RhoGDI 
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molde: clon comercial 
digestión: EcoRI/SalI 
HA-p75NTR 
PS: Péptido Señal, PCR (#/#): los números indican los cebadores utilizados según tabla 19, (dom LRR): Dominio 
de Repeticiones Ricas en Leucina de LGI1, (Rep1-2): Dominio de repeticiones en tandem de LGI1, XhoI:SalI indica 
que el inserto se cortó con XhoI y el vector con SalI ligando los extremos de ambos cortes ya que son compatibles. 
 
Como ya se ha indicado, la construcción pWS93·NgR no se pudo 
conseguir ya que no se logró recuperar el cDNA de NgR mediante PCR 
con los cebadores #15/#16 a partir de la genoteca de cDNA de cerebro 
humano adulto (SuperScript Human Brain cDNA Library, Invitrogen). 
 
6.2.7 Detección de proteínas mediante SDS-PAGE y 
Western blot. 
Para comprobar la expresión de las proteínas tanto en el sistema 
de levadura como en el de cultivos celulares de mamífero, así como para 
visualizar el resultado de la mayoría de experimentos llevados a cabo en 
este capítulo y en el siguiente, se efectuó electroforesis vertical en geles 
de acrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) y posterior 
transferencia a membranas de nitrocelulosa para la detección con 
anticuerpos (Western blot). A continuación se detalla el protocolo 
general utilizado para estas técnicas. 
 
6.2.7.1 Electroforesis vertical de proteínas en condiciones 
desnaturalizantes (SDS-PAGE) y transferencia a membranas 
Western blot. 
Para la separación de las proteínas según su tamaño molecular se 
prepararon geles de poliacrilamida polimerizando monómeros de 
acrilamida/bisacrilamida 29:1 (Genaxis) a distinto porcentaje (8-12%) 
en función del tamaño de la proteína a detectar. Los geles se 
polimerizaron en presencia de persulfato amónico y TEMED (N, N, N’, 
N’-tetrametilendiamina) (Genaxis) y SDS (Scharlab) que consigue una 
carga negativa uniforme en las proteínas desnaturalizadas haciendo 
que se separen al aplicar un campo eléctrico exclusivamente en función 
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de su masa. El método utilizado fue el de la electroforesis discontinua 
de Laemmli según el cual el gel de poliacrilamida está constituido por 
una región inicial denominada “Gel Empaquetador” (Stacking) 
polimerizado en tampón Tris-HCl a pH 6,8 en el que las mezcla de 
proteínas en tampón de carga SB (0,3 M Tris-HCl, pH 6,8, 5% SDS, 
50% glicerol, 5% β-Mercaptoetanol y 0,2 mg/ml Azul de Bromofenol) se 
concentran en un espacio mínimo y una región denominada “Gel 
Separador” (Resolving) polimerizado en tampón Tris-HCl a pH 8,8 en el 
que las proteínas se separan en función de su tamaño molecular. El 
extracto de proteínas mezclado con tampón de carga SB se 
desnaturalizó durante 10 min a 100ºC justo antes de someterse a la 
electroforesis que se realizó a voltaje constante (120 V) en tampón de 
Laemmli (25 mM Tris, 192 mM Glicina, 0,1% SDS, pH 8,3) según el 
protocolo descrito en (Sambrook et al., 1989; Ausubel, 2001) en el 
sistema comercial Mini-PROTEAN 3 Electrophoresis System de Bio-Rad. 
Una vez concluida la electroforesis, las proteínas se transfirieron 
por la técnica del Western blot. Se utilizó el método de transferencia por 
inmersión a membranas de nitrocelulosa (Hybond ECL de Amersham) 
en tampón de transferencia (20 mM Tris, 150 mM glicina y 20% 
metanol) a 60V y 250mA y 4ºC utilizando un sistema comercial (Scie-
Plas Electroblotter Units). Posteriormente se comprobó la eficiencia de la 
transferencia de las proteínas mediante tinción transitoria con rojo 
Ponceau (0,5% Rojo-Ponceau (Sigma), 1% ácido acético glacial (Merck)) 
que se eliminó mediante un lavado con TBS-T (20 mM Tris-HCl pH7,6, 
137 mM NaCl, 0,1% Tween-20) en agitación. 
 
6.2.7.2 Inmunodetección. 
Las membranas se incubaron durante una hora en solución de 
bloqueo (5% leche desnatada en polvo “La Asturiana” en TBS-T) en 
agitación y a TªA. A continuación se incubaron con el anticuerpo 
primario correspondiente diluido en solución de bloqueo en agitación, 
bien dos horas a temperatura ambiente o toda la noche a 4ºC según 
fuera necesario. En la tabla 21 se especifican los distintos anticuerpos 
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utilizados en este capítulo con sus correspondientes diluciones. A partir 
de este momento todas las incubaciones se realizaron a TªA siempre en 
agitación. Tras 3 lavados de 10 min en TBS-T las membranas se 
incubaron con el anticuerpo secundario necesario (dilución 1:5000 en 
solución de bloqueo) según la especie del anticuerpo primario utilizado 
durante 1 h. Finalmente se hicieron 3 lavados de 10 min en TBS-T 
previos al revelado de las membranas que se realizó por 
quimioluminiscencia con el reactivo ECL o ECL PLUS (Amersham) 
según la sensibilidad necesaria para la detección. 
 
Tabla 21: Anticuerpos utilizados para la detección de 
proteínas de fusión por Western blot en levadura. 
Anticuerpo especie dilución casa comercial 
Primarios 
anti-HA ratón 1:10000 Sigma 
anti-Myc (9E10) ratón 1:5000 Sigma 
anti-GSTHRP ratón 1:10000 Amersham 
Secundarios 
anti-ratónHRP cabra 1:5000 Jackson 
HRP: Peroxidasa de rábano (Horseradish peroxidase) 
 
6.2.8 Búsqueda de interacciones mediante la técnica del 
Doble Híbrido en levadura. 
Esta técnica permite la identificación de proteínas capaces de 
interaccionar con la proteína de estudio (a la que se llama “cebo”) y que 
se denominan “presas”. Se basa en el carácter modular del factor de 
transcripción de levadura Gal4 que está formado por un dominio de 
unión al DNA (GBD) y un dominio de activación de la transcripción 
(GAD). Estos dos dominios son capaces de constituir un factor de 
transcripción activo simplemente por encontrarse próximos físicamente, 
característica que aprovecha la técnica del Doble Híbrido para 
identificar nuevas interacciones. La proteína cebo se fusiona a GBD y se 
utiliza para rastrear una genoteca de cDNA construida en un vector que 
fusiona GAD a cada uno de los clones. Un cultivo de levadura 
expresando la proteína cebo se transforma con la genoteca completa a 
gran escala de manera que se consigue analizar un número muy 
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elevado de clones independientes en los que la proteína cebo se 
coexpresa con una de las proteína presa de la genoteca. En el caso de 
que el cebo y la presa sean capaces de interaccionar, esto pone en 
contacto los dominios GAD y GBD lo que reconstituye la actividad 
activadora de la transcripción. La levadura utilizada en estos ensayos 
está modificada genéticamente y posee genes reporteros de la 
interacción bajo el control de las secuencias de reconocimiento de GAL4 
UASGAL (Upstream Activating Sequence). En caso de interacción positiva, 
si el complejo es capaz de entrar en el núcleo, se activa la transcripción 
de estos genes lo que permite el crecimiento en un medio selectivo y la 
comprobación de la interacción por un ensayo enzimático. El sistema de 
Doble Híbrido utilizado fue una modificación del sistema comercial 
MATCHMAKER GAL4 Two-Hybrid System 3 (manual PT3247-1) de 
Clontech. 
 
6.2.8.1 Amplificación de la genoteca Human Brain MATCHMAKER 
cDNA Library. 
Se adquirió la genoteca comercial diseñada para ensayos de Doble 
Híbrido Human Brain MATCHMAKER cDNA Library (Clontech) obtenida 
a partir de cerebro humano adulto. 
La genoteca se adquiere en forma de cultivo de bacterias 
glicerinado y conservado a -80ºC y ha de ser amplificada para purificar 
el DNA que contiene el conjunto de clones. La amplificación se llevó a 
cabo siguiendo las especificaciones del fabricante sembrando en medio 
sólido LB agar (suplementado con ampicilina 100mg/l) un total 
estimado de 10,5x106 clones independientes a una densidad de 30000 
colonias/placa de 150 cm de diámetro. En total se sembraron 350 
placas que se incubaron a 30ºC durante 48 h. Tras este tiempo la 
totalidad de colonias crecidas se recogió lavando la placa con medio LB 
líquido con ampicilina y juntando el contenido de todas las placas en 
matraces que se suplementaron con medio de cultivo fresco y se 
incubaron en agitación a 30ºC durante 2 h. Los cultivos resultantes se 
centrifugaron a 4000xg en etapas sucesivas de 15 min hasta conseguir 
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un único precipitado de células. El DNA plasmídico se extrajo mediante 
el sistema Megaprep de JetStar (Genomed) recuperando finalmente un 
total de 2 mg de DNA plasmídico. 
 
6.2.8.2 Medios de cultivo para el crecimiento y selección de 
levaduras. 
La cepa de levadura genéticamente modificada para su uso en 
Doble Híbrido que se utilizó fue AH109. Esta levadura dispone de 
distintos marcadores de selección por requerimiento nutricional y 
distintos genes reporteros de la interacción. 
 
Marcadores de selección por requerimiento nutricional.  
La cepa de levadura AH109 es capaz de crecer en medio rico en 
nutrientes (YPD) pero en un medio mínimo de composición controlada 
(SC) requiere de la presencia de los nutrientes Adenina (Ade), Histidina 
(His), Leucina (Leu) y Triptófano (Trp). Los genes que confieren la 
capacidad de crecer en ausencia de estos nutrientes (ADE2, HIS3, 
LEU2, TRP1) se encuentran como marcadores de selección en los 
distintos plásmidos de expresión en levadura, de modo que se puede 
seleccionar las levaduras que contienen un determinado plásmido 
eliminando del medio de cultivo mínimo el nutriente correspondiente al 
marcador de ese plásmido. En el Doble Híbrido llevado a cabo en este 
trabajo, el medio de cultivo mínimo contuvo en todo momento Ade, por 
lo que este marcador no se utilizó para la selección. La nomenclatura 
utilizada para especificar la composición específica del medio de cultivo 
mínimo fue indicar los nutrientes que no se encuentran presentes en la 
mezcla asumiendo que el resto de los marcadores necesarios para el 
crecimiento sí lo están. Así, en el caso del plásmido cebo pGBKT7 que 
tiene como marcador TRP1 las levaduras portadoras de este plásmido 
se crecieron en medio SC (-Trp) (lo que equivale a medio SC 
+Ade/+His/+Leu/-Trp). 
La cepa de levadura FY250 que se utilizó para los ensayos de 
comprobación de las interacciones por arrastre o pull-down y 
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coinmunoprecipitación además de los requerimientos nutricionales de 
la cepa AH109, es incapaz de crecer en ausencia de Uracilo (Ura) por lo 
que en los casos en los que el gen URA3 no se utilizó para la selección 
del plásmido portador, este nutriente se añadió al medio de cultivo. 
 
Marcadores de interacción.  
La levadura AH109 posee varios genes reporteros bajo el control 
de secuencias de unión del factor de transcripción GAL4 y que por tanto 
sólo se expresarán en caso de existir una interacción positiva entre el 
cebo y la presa. Estos genes son: 
- HIS3: gen que confiere capacidad para crecer en 
ausencia de His. De este modo sólo las levaduras en las 
que se de una interacción positiva entre el cebo 
(marcador de selección TRP1) y la presa (marcador de 
selección LEU2) serán capaces de crecer en medio SC (-
Trp/-Leu/-His). 
- ADE2: gen que confiere capacidad para crecer en 
ausencia de Ade. Funciona del mismo modo que HIS3, 
pero no se utilizó como marcador en este estudio. 
- lacZ: gen de la β-gal. En caso de interacción positiva, la 
levadura tendrá actividad β-gal detectable en un ensayo 
enzimático con el sustrato cromogénico X-Gal. 
- MEL1: gen que codifica para la α-galactosidasa. 
Funciona como el gen lacZ, pero no se utilizó como 
marcador en este estudio. 
 
Medios de cultivo. 
- Medio rico YPD: 1% Extracto de levadura, 2% 
Bactopeptona, 2% Glucosa. (Si es sólido + 2% agar). 
- Medio mínimo SC: 67 g/l Yeast Nitrogen Base, 2% 
Glucosa, 1x Dropout (mezcla definida de nutrientes) + 
combinación de requerimientos nutricionales necesarios 
para la selección. (Si es sólido + 2% agar). 
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 1x Dropout (mezcla definida de nutrientes) 
- L-Adenina (20mg/l) 
- L-Arginina (20mg/l) 
- L-Isoleucina (30mg/l) 
- L-Lisina (30mg/l) 
- L-Metionina (20mg/l) 
- L-Fenilalanina (50mg/l) 
- L-Treonina (200mg/l) 
- L-Tirosina (30mg/l) 
- L-Valina (150mg/l) 
- Ácido Aspártico (100mg/l) 
 Requerimientos para la selección 
- L-Triptófano (10mg/l) 
- L-Leucina (10mg/l) 
- L-Histidina (10mg/l) 
- L-Uracilo (25mg/l) 
 
6.2.8.3 Transformación de levaduras a pequeña escala.  
Para introducir plásmidos exógenos dentro de la levadura AH109 
y conseguir la expresión de las proteínas de fusión se utilizó el método 
de transformación a pequeña escala con Acetato de Litio (AcOLi) (Gietz 
et al., 1995). Brevemente, se parte de un cultivo fresco de levaduras en 
medio líquido YPD (50 ml de cultivo/transformación) en fase 
exponencial de crecimiento (Densidad Óptica a 600nm DO600=0,4-0,6) y 
se centrifuga a 1500xg durante 5 min a TªA eliminando el medio de 
cultivo sobrenadante. El precipitado de células se resuspende 
suavemente en una solución de 1x AcOLi/TE que se prepara fresca a 
partir de una solución 10x de AcOLi (1M AcOLi) y una solución 10x de 
TE (0,1M Tris-HCl, 10mM EDTA, pH7,5) en agua estéril, añadiendo la 
mitad del volumen del que se partía inicialmente de cultivo. Tras otro 
paso de centrifugación y eliminación del sobrenadante, el precipitado de 
levaduras se resuspende en 1x AcOLi/TE en un volumen final que ha 
de ser 1/100 del volumen inicial de cultivo. En este punto las levaduras 
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han adquirido un estado “competente” para la incorporación de DNA 
exógeno mediante choque térmico. Por cada reacción de transformación 
se prepara una mezcla de 50 μl de levaduras competentes, 50 μg de 
DNA de esperma de arenque (Roche) previamente hervido 5 min a 
100ºC, 500 ng de cada plásmido que se quiera introducir y 300 μl de 
una solución fresca de PEG/TE/AcOLi (40% PEG (4000), 1x TE, 1X 
AcOLi). En caso de transformar varios plásmidos simultáneamente hay 
que añadir a la mezcla de reacción 40 μl de DMSO. Tras mezclar 
vigorosamente en el vórtex durante 30 s los tubos se incuban a 30ºC 
durante 30 min. La transformación se realiza sometiendo a las 
levaduras a un choque térmico de 5-10 min a 42ºC tras lo que se 
centrifugan a 3000xg durante 3 min, se elimina el sobrenadante y se 
lava el precipitado resuspendiéndolo en agua estéril. Finalmente, tras 
un breve pulso en la centrífuga, el precipitado de células se resuspende 
en 100 μl de agua estéril y se siembra en pacas de medio SC sólido con 
la mezcla correspondiente de marcadores de selección nutricional 
incubándose a 30ºC durante 48 h. 
 
6.2.8.4 Extracción de DNA plasmídico de levadura. 
Para la extracción de plásmido de levadura se utilizó un método 
rápido llamado “10min prep” en el que se obtiene DNA de baja pureza 
pero suficiente como para transferirlo a bacterias por electroporación e 
incuso amplificarlo por PCR. 
Se parte de 2 ml de cultivo saturado (DO600>1,5) de la levadura 
transformada creciendo en el medio selectivo correspondiente. Se recoge 
el precipitado de células por centrifugación  y se añaden 200 μl de 
tampón de lisis de levaduras (10mM Tris-HCl pH 8, 1mM EDTA, 
100mM NaCl, 2% Triton X-100, 1% SDS), 200 μl de 
fenol:cloroformo:isoamílico (25:24:1) y 0,3 g de perlas de vidrio de 425-
600 μm lavadas con ácido (Sigma). Tras 2 min de agitación vigorosa en 
vórtex se centrifugan los tubos a 13000xg recuperándose en un tubo 
limpio la fase acuosa que contiene el DNA plasmídico. 0,5-1 μl de este 
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DNA es suficiente para transferir a E.coli DH5α por electroporación o 
para amplificar por PCR. 
 
6.2.8.5 Extracción de proteína de levadura. 
Para comprobar la expresión de las proteínas de fusión 
transformadas en la levadura, se obtiene un extracto crudo de proteína 
total de la levadura y se analiza mediante SDS-PAGE y Western blot. 
La extracción de proteínas se realiza por una variante del método 
conocido como “boiling prep”. Se parte de un cultivo líquido de levadura 
en fase exponencial de crecimiento (DO600=0,4-0,6) en medio de cultivo 
mínimo con los marcadores de selección adecuados. En un tubo 
eppendorf de 2 ml se centrifuga la cantidad de cultivo equivalente a 1 
unidad de DO600 añadiendo al precipitado de células 100 μl de SB2x 
(125mM Tris-HCl pH 6,8, 20% glicerol, 4% SDS, 0,0025% Azul de 
Bromofenol, 0,2M DTT añadido en el momento del uso) y 0,3g de perlas 
de vidrio de 425-600 μm lavadas con ácido (Sigma). Los tubos se 
someten a dos etapas sucesivas de 3 min hirviendo a 100ºC y 3 min de 
agitación en vórtex tras lo que se centrifugan a 13000xg durante 1 min. 
El sobrenadante se transfiere a un tubo limpio utilizándose 10 μl para 
la electroforesis y Western blot. 
 
6.2.8.6 Ensayo de actividad β-galactosidasa en filtro. 
Este ensayo permite detectar si la levadura posee actividad β-gal 
lo que significa que el gen reportero lacZ ha sido activado. Esto sucede 
cuando existe una interacción positiva entre el cebo y la presa, aunque 
también puede suceder cuando el cebo o la presa por sí mismos son 
capaces de activar el gen. En ese caso se habla de cebo o presa 
“autoactivante”. Por esa razón este ensayo ha de realizarse 
necesariamente: 
- antes de realizar el rastreo de la genoteca: para comprobar que 
el cebo fusionado a GBD por sí mismo no es capaz de activar el gen 
lacZ. Para esto el ensayo se realiza sobre levaduras transformadas con 
el plásmido cebo + pACT2 vacío.  
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- durante el rastreo de la genoteca: para comprobar cada una de 
las colonias que hayan sido capaces de crecer en medio SC (-Trp/-Leu/-
His). Las colonias que demuestren actividad β-gal positiva pasarán a la 
lista de positivos provisionales. 
- tras el rastreo de la genoteca: cada uno de los clones presa 
positivos provisionales ha de aislarse y volverse a introducir en un 
cultivo nuevo de levadura AH109 y comprobar que se mantiene la 
actividad β-gal en presencia del cebo y que no es capaz de activar por sí 
mismo el gen lacZ en presencia del plásmido cebo pGBKT7 vacío. 
Para el ensayo de actividad β-gal en filtro se parte de colonias 
individuales creciendo en estrías de forma ordenada en placas de medio 
mínimo con los requerimientos nutricionales necesarios para le 
selección. Se toma una porción de cada estría con un asa de siembra 
estéril y se siembran de forma ordenada en una placa nueva haciendo 
una pequeña raya con el asa de siembra rotulando en la placa la 
posición exacta de cada clon. Una vez sembradas se dejan crecer 
durante 24-36 h a 30ºC hasta conseguir que a raya tenga una masa 
celular apreciable. En ese momento se deposita cuidadosamente sobre 
la superficie de la placa donde están creciendo las levaduras un filtro 
circular de nitrocelulosa de 85 mm de diámetro y 0,45 μm de tamaño de 
poro (Millipore) presionando uniformemente con un asa de siembra de 
metal o cristal para conseguir que las levaduras queden adheridas al 
filtro. Tras retirar el filtro cuidadosamente y comprobar que las 
levaduras se han transferido correctamente se deposita el filtro con la 
cara en la que se encuentran las levaduras hacia arriba en una placa 
petri incubándola a -80ºC durante al menos 1 h. Tras este tiempo se 
pone en una placa petri limpia un papel Whatman 3 circular de 90 mm 
de diámetro empapado en una mezcla de tampón Z (16,1 g/l 
Na2HPO4·7H2O, 5,50 g/l NaH2PO4·H2O, 0,75 g/l KCl, 0,246 g/l  
MgSO4·7H2O, pH 7) + 0,25% β-Mercaptoetanol + 1mg/ml de XGal 
disuelto en Dimetilformamida y sobre él el filtro con las levaduras de 
modo que la cara que no contiene las levaduras quede en contacto con 
el Whatman empapado.  La placa petri sellada con Parafilm se incuba a 
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30ºC hasta que aparezca el color azul indicando que hay actividad β-
gal.  
 
6.2.8.7 Transformación de levadura a gran escala para el rastreo de 
una genoteca para Doble Híbrido. 
Se sigue el protocolo descrito para la transformación a pequeña 
escala con AcOLi con algunas modificaciones. Se parte de un cultivo de 
AH109 previamente transformado con el cebo en pGBKT7 mantenido en 
medio SC (-Trp) y en el que se ha comprobado mediante Western blot 
con anti-Myc que la proteína de fusión a GBD se está expresando y 
mediante ensayo de actividad β-gal en filtro que no es autoactivante. 
El rastreo por doble híbrido se realizó en etapas sucesivas hasta 
conseguir rastrear más de 106 clones independientes. Un preinóculo de 
la levadura transformada con el cebo se crece en 5 ml de medio líquido 
SC (-Trp) durante toda la noche. Al día siguiente por la mañana se 
utiliza para inocular 20 ml de medio SC (-Trp) fresco a una DO600 tal 
que aproximadamente a las 18h el nuevo cultivo se encuentre a 
DO600=1 (asumiendo un tiempo de replicación para la levadura AH109 
de 3 h). Cuando el cultivo ha alcanzado esa DO600 se utiliza para 
inocular 50 ml de medio SC (-Trp) fresco calculando la DO600 de la que 
debe partir para lograr a primera hora de día siguiente una DO600= 0,8-
1. Al día siguiente el cultivo a DO600= 0,8-1 se utiliza para inocular 200 
ml de medio líquido rico YPD a una DO600= 0,12-0,15 que se incuban en 
agitación a 30ºC hasta alcanzar DO600= 0,5 momento en el que 
comienza el protocolo de transformación. Para lograr que las levaduras 
sean competentes se sigue el mismo procedimiento anteriormente 
descrito mediante lavados con AcOLi/TE resuspendiendo finalmente las 
células en 2 ml de este tampón. Se distribuyen 200 μl de levaduras 
competentes portadoras del cebo en 10 tubos de 8 ml de fondo cónico 
en los que se añade 4 μg de genoteca purificada y 200 μg de DNA de 
esperma de salmón (Sigma) hervido previamente durante 5 min (a uno 
de los tubos que servirá de control no se le añade genoteca). Los tubos 
se incuban 30 min en un baño a 30ºC antes de añadir 1,4 ml de la 
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mezcla fresca de PEG/TE/AcOLi. Se mezclan 30 s en el vórtex y se 
incuban 1 h más a 30ºC. Antes del choque térmico se añaden 160 μl de 
DMSO por tubo. Tras el choque térmico y el lavado con agua estéril as 
células se resuspenden en 2 ml de YPD y se incuban 2 h a 30ºC en 
agitación. Tras este tiempo se vuelven a lavar con agua estéril y se 
resuspenden en un volumen final exacto de 200 μl de agua. Las células 
se siembran de la siguiente manera: 
- 100 μl del tubo control sin DNA en una placa de SC (-Leu/-
Trp). Al no estar transformadas con la genoteca, las levaduras 
deberían ser incapaces de crecer sin Leu, por lo que el 
crecimiento en la placa debe ser nulo. 
- 100 μl del tubo control sin DNA en una placa de SC (-Trp) para 
tener un control de viabilidad ya que el crecimiento debería ser 
máximo. 
- 2 μl de uno de los tubos transformados con la genoteca + 98 μl 
de agua estéril en una placa de SC (-Leu/-Trp). Las colonias 
que crezcan en esta placa corresponderán a 1/100 de las 
colonias transformadas en el tubo de 200 μl de células por lo 
que se podrá estimar la eficiencia de la transformación y saber 
cuántos clones independientes se están ensayando. 
- Resto de tubos: 200 μl por placa cuadrada de 100 mm de lado 
con medio SC (-Leu/-Trp/-His). 
Las placas se incuban a 30ºC durante 1 semana aislando en una 
placa nueva de forma ordenada las colonias que van apareciendo para 
su posterior análisis. 
 
6.2.9 Comprobación de las interacciones en levadura. 
Los genes seleccionados de entre los obtenidos en los rastreos por 
doble híbrido se clonaron en plásmidos de expresión en levadura que 
fusionan etiquetas (ver apartado 2.4.6.3) para permitir su detección en 
Western blot y la comprobación de las interacciones físicas por los 
métodos de Arrastre o Pull-Down con GST o la coinmunoprecipitación. 
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6.2.9.1 Arrastre o Pull-Down con GST en levadura. 
En este ensayo se comprueba la capacidad para interaccionar 
físicamente de la proteína cebo fusionada a GST (GST-LGI1) con una 
proteína presa. En este trabajo se utilizó esta técnica para comprobar la 
interacción con LC2 fusionada a un epítopo HA (HA-LC2). 
En primer lugar ha de transformarse a pequeña escala un cultivo 
de la levadura FY250 con ambos plásmidos (pEGGST·LGI1-PS + 
pWS93·LC2) y un cultivo control con el plásmido pEGGST vacío + 
pWS93·LC2. Las levaduras transformantes se crecen en medio SC (-
Ura/-His) comprobando la expresión de ambas proteínas mediante 
Western blot (el plásmido vacío pEGGST expresará GST). 
Una vez seleccionados una colonia de cada se han de crecer en 50 
ml de medio SC (-Ura/-His) hasta alcanzar una DO600=0,5-0,6. Una vez 
crecidos, los cultivos se centrifugan a 3000xg durante 3 min 
eliminándose el medio de cultivo. El precipitado de células puede 
congelarse inmediatamente en Nitrógeno líquido y conservarse a -80ºC 
hasta el día del ensayo. 
Para realizar el ensayo se añade a cada precipitado de células en 
hielo 200 μl de tampón IPB (50mM Tris-HCl pH 7,5, 150mM NaCl, 0,1% 
Triton X-100, 10% glicerol, añadiendo en el momento 1mM DTT, 
100mM PMSF y cocktail inhibidor de proteasas Complete de Roche) y 
perlas de vidrio de 425-600 μm lavadas con ácido (Sigma) hasta cubrir 
el líquido. Las células se lisan mecánicamente mediante 10 etapas de 
30 s de agitación en vórtex y 30 s de incubación en hielo. Una vez 
lisadas se añaden 200 μl más de IPB transfiriendo el sobrenadante a un 
tubo eppendorf limpio. Tras clarificarlo por centrifugación a 16000xg 
durante 5 min a 4ºC el extracto crudo (EC) libre de restos celulares se 
transfiere a un tubo limpio conservándose en hielo. La concentración de 
proteína se estima mediante el sistema BCA Protein Assay de BioRad 
diluyendo el volumen equivalente a 250 μg de proteína a un volumen 
final de 500 μl de IPB. El resto del extracto se mezcla con SB2x y se 
conserva para la detección por Western blot. 
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Para cada reacción de arrastre se necesitan 50 μl de matriz de –
Sepharose-Glutatión 4B (Amersham), así que se toman 100 μl de esta 
matriz y se lavan 2 veces con 500 μl de IPB centrifugando a 1200xg 
entre los lavados. Para la inmovilización de la proteína fusionada a GST 
se mezclan los 50 μl de matriz de Sepharose-Glutatión previamente 
lavados con los 500 μl de extracto crudo que contienen 250 μg de 
proteína en un tubo eppendorf incubándose a 4ºC durante 1 h en una 
noria. Tras ese tiempo se centrifugan brevemente los tubos a 1200xg 
hasta empaquetar la matriz en el fondo del tubo, se retira el extracto 
crudo no unido y se realizan 5 lavados con 500 μl de IPB cada uno 
incubando 10 min en agitación a 4ºC en cada uno de ellos. Tras el 
último lavado se retira el IPB y se añaden 30 μl de SB a la matriz 
mezclando con un golpe de vórtex.  
Para obtener el resultado las muestras (extractos crudos en SB y 
resultado del arrastre en SB) se han de hervir a 100ºC durante 5 min y 
centrifugarse 1min a 2000xg cargando en 2 geles idénticos de 
poliacrilamida del porcentaje adecuado (10-12%) 2,5 μg de cada EC y 5 
μl del sobrenadante de cada matriz de Sepharose-Glutatión. Una vez 
transferidos según la técnica del Western blot en la membrana revelada 
con anti-GSTHRP se deberá observar la expresión de GST-LGI1 y GST en 
los EC y los niveles de ambas proteínas que se han unido a la matriz de 
Sepharose-Glutatión. En la membrana revelada con anti-HA se 
observarán los niveles de expresión de la proteína presa (HA-LC2 en 
este caso) y, en caso de interacción positiva, los niveles de proteína 
“arrastrados” por GST-LGI1 en la carrera correspondiente. La ausencia 
de señal en la carrera correspondiente al control con GST significará 
que no existe unión inespecífica de la presa a GST. 
 
6.2.9.2 Coinmunoprecipitación en levadura. 
El protocolo es muy similar al descrito para el arrastre o Pull-
Down pero en este caso se utiliza una matriz de Agarosa-Proteína A 
IPA300 (Repligen) y un anticuerpo primario específico de una de las 
etiquetas fusionadas a las proteínas que se quieren estudiar. La 
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proteína A tiene una elevada afinidad por la región Fc de los anticuerpos 
de ciertas especies (especialmente conejo) así que el anticuerpo primario 
se une a una de las proteínas de fusión y la matriz de Agarosa-Proteína 
A captura los inmunocomplejos reteniéndolos en el fondo del tubo. En 
caso de una interacción positiva con la otra proteína que se ha 
coexpresado, ésta también se encontrará se retenida en el 
inmunocomplejo (estará “coinmunoprecipitada”) pudiendo ser detectada 
fácilmente ya que está fusionada a una etiqueta diferente.  
En la comprobación de las interacciones en levadura mediante 
esta técnica realizadas en esta tesis se utilizó en un caso un anticuerpo 
primario monoclonal anti-HA (Sigma) para inmunoprecipitar la proteína 
HA-LC2 y en el resto de casos un anticuerpo policlonal anti-Myc (Sigma) 
para inmunoprecipitar distintas versiones de LGI1 clonadas en el 
plásmido pALMyc. En algunos casos las dos proteínas de estudio se 
coexpresaron en la misma levadura (como en el caso del arrastre) y en 
otros se transformaron por separado mezclando cantidades iguales de 
cada extracto crudo en el momento del ensayo. Como en la metodología 
anterior es necesario llevar siempre un control negativo en el que se 
transforma el plásmido vacío correspondiente a la proteína que se va a 
inmunoprecipitar junto a la construcción de la proteína que se pretende 
coinmunoprecipitar, para detectar posibles uniones inespecíficas a la 
matriz de agarosa. 
Los extractos crudos se obtienen con la misma metodología que 
en el apartado 2.4.9.1. Se añade un paso previo en el que los 500 μg de 
cada extracto crudo que se van a analizar se preincuban con 25 μl de 
matriz de Agarosa-Proteína A (previamente equilibrada con tampón IPB) 
durante 30 min a 4ºC para eliminar uniones inespecíficas  a la matriz. 
Tras esto se recupera el extracto crudo preincubado y se incuba 
secuencialmente 60 min a 4ºC con 5 μg del anticuerpo correspondiente 
y 60 min a 4ºC con 25 μl de matriz de Agarosa-Proteína A equilibrada 
con tampón IPB. Los lavados, obtención de la muestra final y análisis 
por SDS-PAGE y Western blot se realizan del modo expuesto en el 
punto 2.4.9.1. Siempre que sea posible las membranas se han de 
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revelar con anticuerpos generados en una especie diferente a la del 
utilizado para la inmunoprecipitación para evitar que el anticuerpo 
secundario reconozca la bandas correspondientes a las cadenas pesada 
y ligera del anticuerpo presente en los inmunocomplejos pudiendo 
enmascarar el resultado. 
 
6.3 Material y Métodos correspondientes al Capítulo 3. 
6.3.1 Material biológico. 
 
6.3.1.1 Líneas celulares de mamífero. 
• PC12 (Feocromocitoma adrenal de rata). Se cultivan en 
medio básico DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) con alta 
glucosa (4,5 g/l) con 6% FBS (Suero Bovino Fetal), 6% DHS 
(Suero de caballo inactivado durante 30 min a 56ºC), 2 mM 
Glutamina, 100 U/ml penicilina, 0,1 mg/ml estreptomicina a 
37ºC y 5% de CO2. 
• Hek 293T (Riñón embrionario humano). Se cultivan en 
medio básico DMEM, 10% FBS (Suero Bovino Fetal), 2 mM 
Glutamina, 100 U/ml penicilina, 0,1 mg/ml estreptomicina a 
37ºC y 5% de CO2. 
Todo el trabajo con líneas celulares de mamífero se realizó en 
condiciones de esterilidad en cuarto de cultivos con sistema de filtrado 
de aire en una cabina de flujo laminar vertical tipo II. Los medios de 
cultivo y los reactivos se esterilizaron por filtración con un tamaño de 
poro 0,22 μm cuando fue necesario. 
 
6.3.1.2 Cepas de rata.  
Se emplearon embriones de rata de la cepa Sprague-Dawley  
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6.3.2 Construcciones para la expresión en células de 
mamífero. 
 
6.3.2.1 Vectores de expresión. 
A continuación se especifican únicamente los vectores de 
expresión que se han utilizado para clonar cDNAs en este trabajo. 
Algunas construcciones de las utilizadas fueron cedidas por otros 
laboratorios (ver detalles en la tabla 23) por lo que no se detalla la 
estrategia de clonación. 
 
• pEGFP.N1(Clontech): En este capítulo este vector se utilizó 
simplemente para dirigir la expresión y no para generar una 
proteína de fusión a GFP ya que el cDNA clonado incluía un 
codón de parada que impide que se traduzca GFP. 
 Marcador de selección en bacterias: kanamicina. 
 
• pFlag: Vector para producir proteínas de fusión que añade 
un epítopo Flag al extremo C-term de la proteína clonada. Este 
vector se construyó a partir de pEGFP.N1 sustituyendo la 
secuencia de la GFP por la secuencia de un epítopo Flag mediante 
ingeniería genética. 
 Marcador de selección en bacterias: kanamicina. 
 
• pc3.1AP6: Vector que fusiona en el extremo N-term de la 
proteína clonada la secuencia de la fosfatasa alcalina de placenta 
humana (AP) que contiene un péptido señal en su inicio que 
dirige la secreción de la proteína de fusión. Se trata de un 
plásmido modificado generosamente cedido por la Dra. Alyson 
Fournier (Montreal Neurological Institute-McGill University) 
 Marcador de selección en bacterias: ampicilina. 
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6.3.2.2 Cebadores utilizados para la clonación. 
 
Tabla 22: Cebadores utilizados para la clonación de pc3.1AP6·LGI1-PS. 
nº cebador secuencia 
17 h-LGI1-noPSAP-EcoRI-F 5’ACTTAGAATTCAGAAACCAGCGAAGCCAAAATGC3’ 
18 h-LGI1-STOP-XhoI-R 5’ATATCCTCGAGTCATGCGCTTAAGTCAACTATGAC3’ 




6.3.2.3 Construcciones utilizadas. 
Tabla 23: Construcciones para la expresión de proteínas en células de mamífero. 
Construcción Inserto Vector Estrategia de clonación 
Proteína 
expresada 
pFlag·LGI1cpt LGI1cpt pFlag 




pEGFP·HA-RhoGDI HARhoGDI pEGFP.N1 




pCMX·Myc-p75NTR mycp75NTR pCMX 
construcción cedida 
por el Dr. Phil Barker 
(MNI-McGill) 
myc-p75NTR 
pCMVSPORT6·Lingo1 Lingo1 pCMVSPORT6 
construcción cedida 
por el Dr. Phil Barker 
(MNI-McGill) 
Lingo1 
pCMVSPORT6·Lingo1-Flag Lingo1Flag pCMVSPORT6 
construcción cedida 
por el Dr. Phil Barker 
(MNI-McGill) 
Lingo1-Flag 
pSEC-TagB-NgR mycNgR pSEC-TagB 
construcción cedida 
por la Dra. Alyson 
Fournier (MNI-McGill) 
myc-NgR 





cpt: forma completa, PS: péptido señal, mycNgR, mycp75NTR: contienen un epítopo Myc entre el Péptido Señal y el 
comienzo de la proteína madura. 
 
6.3.3 Detección de proteínas mediante SDS-PAGE y 
Western blot. 
La metodología empleada para la detección de proteínas mediante 
SDS-PAGE y Western blot es la misma que la expuesta en el capítulo 
anterior (apartado 6.4.7). 
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6.3.3.1 Inmunodetección. 
En la tabla 24 se especifican los distintos anticuerpos utilizados 
en este capítulo con sus correspondientes diluciones.  
 
Tabla 24: Anticuerpos utilizados para la detección de proteínas de 
fusión por Western blot en células de mamífero. 
Anticuerpo especie dilución obtenido de 
Primarios 
anti-Flag (M2) ratón 1:1000 Sigma 
anti-Flag conejo 1:100 Sigma 
anti-p75NTR conejo 1:5000 cedido por Dr. Phil Barker (MNI-McGill) 
anti-Lingo1 conejo 1:1000 cedido por Dr. Phil Barker (MNI-McGill) 
anti-NgR conejo 1:1000 cedido por la Dra. Alyson Fournier (MNI-McGill) 
anti-HA ratón 1:10000 Sigma 
anti-ERK2 (C14) conejo 1:500 Santa Cruz 
anti-fosfoERK (E4) ratón 1:100 Santa Cruz 
Secundarios 
anti-ratónHRP burro 1:5000 Jackson 
anti-conejoHRP burro 1:5000 Jackson 
HRP: Peroxidasa de rábano (Horseradish peroxidase) 
 
6.3.4 Transfección de líneas celulares de mamífero. 
La línea celular COS7 se transfectó por lipofección tal y como se 
indica en el apartado 2.4.5.2. Las células HEK293T se transfectaron por 
el método del fosfato cálcico como se indica a continuación. 
 
6.3.4.1 Transfección de células HEK293T por el método del fosfato 
cálcico. 
El día anterior a la transfección se siembran 1,3x106 células 
HEK293T por placa de cultivo de 10 cm de diámetro, por cada reacción 
de transfección que se quiera realizar. Las células se incuban a 37ºC y 
5% de CO2 hasta el día siguiente comenzando el protocolo de 
transfección cuando el cultivo alcance el 60-70% de confluencia.  
Para cada reacción de transfección se ha de preparar un tubo tipo 
eppendorf en el que se añade primero una dilución de 5-10 μg de cada 
uno de los plásmidos que se quiera transfectar simultáneamente en un 
volumen final de 540 μl de agua estéril. Sobre esta dilución se han de 
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añadir gota a gota 600 μl de tampón HBS2x (280mM NaCl, 10mM KCl, 
1,5mM Na2HPO4·2H2O, 50mM HEPES, pH 7,05) y sobre esto 60 μl, 
también gota a gota, de 2M CaCl2.  Tras 20 min de incubación a TªA 
durante el que se forman los precipitados de fosfato cálcico, se mezcla 
cuidadosamente el contenido del tubo con la pipeta y se distribuye gota 
a gota sobre la placa de cultivo. Las células se incuban durante 8-24 h 
antes de cambiar el medio de cultivo por medio fresco, tras lo que se 
incuban hasta alcanzar el nivel de expresión de la construcción 
transfectada necesario. Las condiciones de cultivo (medio y tiempo de 
incubación) varían según la aplicación, pero en general 24 h tras el 
cambio de medio es suficiente para encontrar niveles detectables de 
proteína.  
 
6.3.4 Coinmunoprecipitación en células de mamífero. 
Para esta técnica se utilizan células HEK293T transfectadas con 
fosfato cálcico. Por cada reacción de coinmunoprecipitación (coIP) se 
utiliza 1 placa de cultivo de 10 cm de diámetro transfectada con 5 μg de 
cada uno de los plásmidos necesarios. En todos los experimentos 
llevados a cabo en este capítulo se utilizó la misma estrategia para 
comprobar interacciones: coexpresar LGI1-Flag (o Lingo1-Flag como 
control positivo de interacción y coIP) con la proteína de interés, 
inmunoprecipitando LGI1-Flag con un anticuerpo monoclonal ratón 
anti-Flag (Sigma). Los niveles de LGI1-Flag inmunoprecipitado se 
detectaron mediante Western blot con un anticuerpo policlonal anti-Flag 
(Sigma), mientras que los niveles de la proteína coinmunoprecipitada 
con el anticuerpo específico de esa proteína o su etiqueta. 
El esquema básico de reacciones utilizado para comprobar cada 
una de las interacciones incluyendo los correspondiente controles se 
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Tabla 25: Esquema general del experimento de coinmunoprecipitación. 
Rx transfección resultado 
1 sin DNA control negativo para detectar bandas inespecíficas en el Western blot 
2 LGI1-Flag control positivo de inmunoprecipitación 
3 Proteína de estudio control negativo de unión inespecífica de la proteína de estudio a la matriz o al anticuerpo 
4 LGI1-Flag + Proteína de estudio 
comprobación de la coinmunoprecipitación de la proteína 
de estudio con LGI1-Flag 
5 Lingo1-Flag + Proteína de estudio 
en algunos experimentos se incluyó esta reacción como 
control positivo de coinmunoprecipitación 
Rx: cada fila corresponde a una reacción de coinmunoprecipitación y a una placa de 10 cm de diámetro de 
células HEK293T transfectadas.  
 
Las células transfectadas se incuban durante 24 h tras el cambio 
a medio completo. Para la obtención del lisado celular se aspira el 
medio de cultivo y se hace un lavado con PBS+ frío (1,9 mM NaH2PO4, 
8,1 mM Na2HPO4 154 mM NaCl, 2 mM MgCl2, pH 7,4). Manteniendo las 
placas sobre hielo se retira el PBS y se añade a cada placa 1 ml de 
tampón de lisis NP40 frío (10 mM Tris-HCl pH 8, 150 mM NaCl, 10% 
glicerol, 1% Nonidet P-40) suplementado con 1% Triton X-100 y cocktail 
de inhibidores de proteasas Complete (Roche). Tras 5 min de incubación 
en hielo, las células se pasan a un tubo tipo eppendorf con la ayuda de 
un rascador. Los tubos se agitan vigorosamente en un vórtex durante 
40 s y se incuban 10-20 min a 4ºC en agitación rotatoria. Finalmente se 
clarifican centrifugando a 15000xg durante 15 min a 4ºC transfiriendo 
la totalidad del sobrenadante libre de restos celulares a un tubo limpio. 
Para analizar la expresión por Western blot se toman 50 μl de cada 
lisado combinándolo con 50 μl de SB2x.  
Para cada reacción se necesitan 50 μl de matriz de proteína G-
Sepharose (Amersham) que debe haber sido equilibrada en tampón 
NP40 y preincubada durante 2-12 h con el anticuerpo que se va a usar 
para inmunoprecipitar (5 μl de la solución comercial de anti-Flag M2 
por cada 50 μl de matriz de Sepharose en tampón NP40 a 4ºC en 
agitación rotatoria) que se incuban en un tubo tipo eppendorf con 900 
μl del lisado celular durante 90 min a 4ºC en agitación rotatoria. Tras 
esta incubación se centrifuga 1 min a 1500xg y se lava la matriz 3 veces 
con 1 ml de tampón NP40 con 1% de Triton X-100 incubando cada 
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lavado 5 min a 4ºC en agitación. Finalmente la matriz se mezcla con 50 
μl de SB2x. Los lisados y las coinmunoprecipitaciones se han de hervir 
10 min a 100ºC antes de analizarlas por SDS-PAGE y Western blot.  
 
6.3.5 Biotinilación y arrastre de proteínas de superficie. 
Esta aproximación experimental se basa en un tratamiento de 
células intactas en condiciones no permeabilizadoras con Sulfo-NHS-
LC-Biotina, la cual reacciona con los residuos de amina de las proteínas 
expuestas en la superficie celular quedando unida covalentemente. Este 
tratamiento, por tanto, biotinila todas las proteínas de membrana. En 
un segundo paso, las células se lisan y se realiza un “arrastre” o pull-
down mediante una matriz de Agarosa acoplada a Estreptavidina que 
une con gran afinidad la biotina. Finalmente mediante SDS-PAGE y 
Western blot con anticuerpos específicos se detecta la presencia de la 
proteína de interés.  
El experimento de biotinilación se llevó a cabo en células HEK 
293T transfectadas independientemente por el método del fosfato 
cálcico con myc-NgR, myc-p75 NTR o Lingo1 dejándolas crecer hasta 
alcanzar un 80-90% de confluencia. 
Para el tratamiento con Biotina se hicieron dos lavados, de 8 ml 
cada uno, con PBS+ (tampón fosfato en solución salina suplementado 
con 2 mM MgCl2) a las células. Se añadió Sulfo-NHS-LC-Biotina (Pierce) 
preparando la dilución de trabajo de 0,5 mg/ml diluida en un volumen 
final de 4 ml de PBS+ por placa desde un stock recién preparado de 
Sulfo-NHS-LC-Biotina disuelto en DMSO a una concentración de 10 
mg/ml. El tratamiento se dejó incubar durante 30 min a TªA en 
agitación suave. Se lavaron las células con  8 ml de TBS++ (TBS 
suplementado con 2 mM CaCl2 y 2 mM MgCl2) y se añadió 1ml de 
tampón de lisis RIPA frío suplementado (1X inhibidores de proteasas 
Complete (Roche) y 1 mM de PMSF). Se rascaron y recogieron las 
células, dejándolas incubar durante 4 ºC en agitación. Se centrifugaron 
a 15000xg durante 10 min a 4 ºC y se pasó el sobrenadante a un tubo 
Material y Métodos 
 224
nuevo. A 50 μl del sobrenadante se le añadieron 50 μl de tampón de 
carga 2xSB y se guardaron a -20 ºC. El resto del sobrenadante 
(0,9~1ml) se incubó durante 16 horas a 4 ºC con 35 μl de matriz de 
agarosa-estreptavidina en agitación continua. Después se hicieron dos 
lavados con tampón RIPA suplementado. Para ello, se centrifugaron los 
tubos a 1500xg durante 30 s a 4 ºC, se aspiró el sobrenadante y se 
añadió 1ml de tampón RIPA suplementado repitiendo el proceso dos 
veces. Se eliminó el sobrenadante y se añadieron 60 μl de tampón de 
carga 2xSB a la matriz, se mezcló mediante un puso de vórtex y se 
guardó a -20 ºC. Las muestras se desnaturalizaron hirviendo 10 min a 
100ºC antes de analizar los resultados por SDS-PAGE y Western blot 
detectando con anticuerpos policlonales anti-NgR, p75NTR y Lingo1.  
6.3.6 Producción de medios condicionados. 
Para diversos experimentos en este capítulo se utilizan medios 
condicionados para realizar tratamientos sobre determinados cultivos 
celulares. Por medio condicionado se entiende un medio de cultivo en el 
que se ha mantenido creciendo un cultivo de células de manera que en 
el medio se van acumulando factores secretados producto del 
metabolismo de esas células. Con esta técnica se puede conseguir un 
medio enriquecido en una determinada proteína transfectando el cultivo 
con una construcción que contenga una proteína con capacidad para 
ser secretada por la célula. Como la transfección supone una sobre-
expresión de la proteína exógena introducida, el medio condicionado 
resultante se encuentra eminentemente enriquecido con esa proteína, 
aunque también se acumulan en el medio factores secretados por el 
metabolismo normal de las células en cultivo. 
En este trabajo se utilizaron células HEK293T para producir 
medios condicionados enriquecidos en AP-LGI1 (células transfectadas 
con pc3.1AP6·LGI1-PS), AP (células transfectadas con pc3.1AP6 vacío) y 
LGI1-Flag (células transfectadas con pFlag·LGI1cpt), además de medios 
control obtenidos de células HEK293T sin transfectar y células 
HEK293T transfectadas con pFlag vacío. 
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Para ello se transfectaron células HEK293T en medio completo 
por el método del fosfato cálcico con 10 μg del plásmido correspondiente 
(5 μg en el caso de pc3.1AP6 vacío). A las 16 h se cambió el medio a 
medio completo dejándolas crecer hasta alcanzar un 90-100% de 
confluencia. En ese momento en el caso de medio condicionados LGI1-
Flag o control Flag el medio se cambió a 10 ml de medio reducido en 
suero Optimem I y en el caso de medios APLGI1, AP o control sin 
transfectar, se hizo un lavado con 5 ml de medio DMEM sin suero 
(DMEM, 2 mM Glut, 100 U/ml penicilina, 0,1 mg/ml estreptomicina, 1 
mM aminoácidos no esenciales) para retirar todo el suero posible, y se 
incubaron las células durante 48 h en 10 ml del mismo medio sin 
suero. 
Pasadas 48 h, se recogió todo el medio y se desecharon las 
placas. Antes de concentrarlo se eliminaron los restos celulares primero 
por centrifugación 20 min a 3500xg a 4ºC y luego por filtración a través 
de un poro de 0,45 μm. Una vez filtrados, los medios se concentraron en 
unidades de filtración Amicon Ultra YM-30 (Millipore) a la velocidad 
máxima (3220xg). Los medios se concentraron entre 10 y 30 veces 
según el experimento. Una vez concentrados los medios, se volvieron a 
filtrar, esta vez en condiciones estériles (en campana y filtros de 0,25 
µm), y se guardaron a 4ºC hasta su uso. 
La concentración de proteína existente en los medios AP y APLGI1 
se estimó como se describe en (Flanagan et al., 2000; Flanagan et al., 
2000) midiendo la actividad AP presente en el medio mediante el 
sustrato p-nitrofenil fosfato (pNPP, Sigma) que se convierte en un 
producto amarillo cuya absorbancia puede medirse a 405nm. A partir 
del incremento de A405/min en 5 μl de medio concentrado con 50 μl de 
sustrato pNPP y deteniendo la reacción con 100μl de 1N NaOH se puede 
estimar la concentración de AP o AP-LGI1. 
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6.3.7 Ensayos de unión a la superficie celular (“AP 
binding”). 
Esta metodología descrita por Flanagan y colaboradores 
(Flanagan et al., 2000; Flanagan et al., 2000) permite detectar la 
capacidad de unión a membrana de un determinado ligando que se 
fusiona a fosfatasa alcalina. La unión se pone de manifiesto mediante la 
actividad fosfatasa alcalina fusionada al ligando y un sustrato 
cromogénico. Esta metodología se utilizó para comprobar la capacidad 
de unión a membrana de AP-LGI1 sobre células PC12 diferenciadas a 
fenotipo neuronal mediante el tratamiento con Factor de Crecimiento 
Nervioso (NGF) y sobre células COS7 transfectadas por lipofección con 
distintas combinaciones de los receptores p75NTR, Lingo1 y NgR. Para 
evitar que las células se desprendan durante el proceso, antes de 
sembrar ambos tipos de células se ha de recubrir las placas con poli-D-
lisina. 
El ensayo de unión se llevó a cabo de dos maneras diferentes 
según se deseara obtener un resultado cualitativo mediante tinción de 
las células positivas para la unión o un ensayo cuantitativo para medir 
la intensidad de la unión. 
 
6.3.7.1 Ensayos “AP binding” cualitativo. 
Este ensayo se realizó sobre células PC12 diferenciadas a fenotipo 
neuronal. Una vez tratadas las placas con poli-D-lisina, se plaquearon 
5x105 células PC-12 por pocillo en placas de 6 pocillos (10 cm2) en su 
medio correspondiente (DMEM, 6% FCS, 6% DHS, 2mM Glut, 2% (v/v) 
P/S). Al día siguiente se sustituyó el medio por DMEB (DMEM, 0.1% 
BSA, 2% (v/v) P/S, 2mM Glut) y se añadió NGF (50 ng/ml) (mNGF, 2,5S 
Promega), realizando cambios diarios de medio con NGF fresco durante 
un total de 48 h  
Para el ensayo cualitativo, se determinó trabajar con una 
concentración estimada de AP-LGI1/AP de 15 nM (Flanagan et al., 
2000; Flanagan et al., 2000) en un volumen final de 2 ml de medio 
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DMEB por pocillo de 10 cm2. Primero, las células diferenciadas se 
lavaron una vez con PBS. Después, se añadieron los 2 ml de DMEB 
conteniendo 15 nM de medio condicionado APLGI1 o medio 
condicionado control AP, atemperados a 37ºC, por pocillo y se 
incubaron las placas durante 90 min a 37ºC. A continuación, se 
lavaron las placas 3 veces con solución HBAH fría (1x Hanks Balanced 
Salt Solution, 20 mM HEPES, 0,1% azida sódica y 0,5 mg/ml BSA). 
Finalmente se añadieron 2 ml de tampón HBS1x por pocillo y se 
inactivó la actividad fosfatasa alcalina endógena de las células mediante 
incubación a 65º en humedad durante 90 min (de este modo la única 
actividad fosfatasa alcalina presente en el pocillo ha de provenir de la 
AP o AP-LGI1 que se ha quedado unida a la membrana ya que ésta es 
termoestable). 
El revelado se efectuó añadiendo 1 ml del sustrato NBT (nitro blue 
tetrazolium, (0,33 mg/ml) y BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate 
(0,17 mg/ml)) (Sigma) en tampón de detección AP (100 mM NaCl, 5mM 
MgCl, 100 mM Tris-HCl pH 9,5). Este reactivo es sensible a la luz, de 
manera que el revelado se llevó a cabo en la oscuridad y a temperatura 
ambiente. En presencia de actividad AP el sustrato forma un 
precipitado de color azul-morado que se queda adherido a las células. 
El revelado se paró lavando las muestras con PBS suplementado con 10 
mM de EDTA. Las microfotografías se obtuvieron en un microscopio 
Leica (Leica Microsystems). 
 
6.3.7.2 Ensayos “AP binding” cuantitativo. 
 
 Sobre células PC12 diferenciadas. 
Para comprobar si la unión de AP-LGI1 a la superficie celular era 
dependiente de dosis, sugiriendo la presencia de un receptor específico 
en la membrana, se realizó una curva de unión de AP-LGI1 a células 
PC12 diferenciadas utilizando diferente concentraciones de AP-
LGI1/AP. El protocolo de diferenciación y de tratamiento con el medio 
condicionado AP-LGI1/AP es el mismo expuesto en el punto anterior. Se 
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ensayaron 5 concentraciones diferentes de AP-LGI1/AP: 0 nM, 5 nM, 10 
nM, 20 nM y 40 nM. 
Tras los 90 min de incubación con el medio condicionado y los 
lavados con HBAB, las células se lisan con 150 µl de tampón de lisis (20 
mM Tris-HCl pH 8.0, 0,1% Tritón X-100 y cocktail de inhibidores de 
proteasas Complete) recogiéndose en tubos tipo eppendorf que se 
mantienen en hielo durante 20 min tras lo que se clarifica el lisado por 
centrifugación a 15000xg durante 5 min. Para inactivar la fosfatasa 
alcalina endógena de las células, se incubaron las muestras a 65º 
durante 15 min. De los 150 μl de lisado obtenido se utilizaron 10 μl (2 
réplicas de 5 μl) para medir la concentración total de proteína por el 
sistema BCA de BioRad y 100 μl (dos réplicas de 50μl) para medir la 
actividad AP para lo que se utiliza el sustrato p-nitrofenil fosfato (pNPP, 
Sigma) midiendo la absorbancia a 405 nm. Para normalizar los 
resultados entre las distintas muestras se utilizó el siguiente índice: 
(A405/mg totales de proteína en 50 μl de lisado)x1000. 
 
Sobre células COS7 transfectadas. 
En el caso de las células COS7 se siguió el mismo ensayo 
indicado en el apartado anterior sobre células sin transfectar o 
transfectadas individualmente con las construcciones para myc-p75NTR, 
Lingo1 o myc-NgR.  
6.3.8 Ensayos de inhibición del crecimiento mediado por 
la mielina. 
 
6.3.8.1 Ensayos de inhibición del crecimiento de neuritas en CGNs 
de rata sobre mielina inmovilizada. 
 
Obtención de cultivos primarios de neuronas granulares de 
cerebelo de rata. 
Para la obtención de cultivos primarios de neuronas granulares 
de cerebelo se utilizaron ratas de la cepa Sprague-Dawley con edades 
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comprendidas entre P8 y P10. Este protocolo no permite obtener 
cultivos puros de neuronas granulares puesto que no incluye ningún 
paso de selección de poblaciones celulares, si bien se ha visto que por 
este método se consiguen cultivos en los que la población de neuronas 
mayoritaria corresponde a neuronas granulares. Tras la disección de los 
cerebelos de los animales, éstos fueron depositados en HBSS (Hank’s 
Balanced Salt Solution, HyClone) mientras se retiraban por completo 
las meninges y se troceaban con una cuchilla. Tras ello se pasaron a un 
tubo tipo Falcon y se centrifugaron 1 min a 500xg para eliminar el 
sobrenadante y sustituirlo por 3ml de tripsina al 0,25% (Gibco) en 
HBSS, incubándose en esta solución durante 10 min a 37ºC. 
Inmediatamente después se añadieron 5 ml de medio Sato (DMEM, 
suplementado con 1X N2 (100X Gibco), 10% FBS (Gibco), 1% 
Penicilina/Estreptomicina, L-tiroxina 0,1 μg/mL (Sigma), Tri-
yodotironina 0,08 μg/mL (Sigma). Tras ello se centrifugaron las células 
(2 min a 500xg), se retiró el sobrenadante y el precipitado de células se 
resuspendió en 1 ml de medio Sato. Con el fin de disgregarlas 
completamente se trituró la suspensión de células pasándola por agujas 
de diámetro decreciente (8 veces con aguja 20G y 2 veces por aguja 
22G). Tras ello, se centrifugó la suspensión de células durante 10 
minutos a 500xg. A continuación, se retiró el sobrenadante y se 
resuspendieron las células en 5 ml de medio Sato, tras lo cual se hizo 
un recuento celular y se plaquearon 25000 células por pocillo en placas 
de 96 pocillos tratadas previamente durante 1 h con 0,01% Poli-L-
Lisina (Sigma). Las células se mantuvieron en incubador a 37ºC en 
presencia de 5% de CO2. 
 
Ensayo de crecimiento de neuritas. 
Las placas utilizadas para este tipo de ensayos fueron placas de 
96 pocillos tratadas previamente con mielina extraída de cerebros 
bovinos, la cual fue amablemente cedida por el laboratorio de la Dra. 
Alyson Fournier (McGill University, Canadá). Esta mielina se disolvió a 
una concentración de 100 μg/ml en PBS y se sonicó durante 4 
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repeticiones de 5 segundos al 23%. Tras ello, se depositaron 50 μL de 
mielina por pocillo a distintas concentraciones (0, 0,5, 1, 1,5 y 2 μg de 
mielina por cada 50 μl), cada condición por duplicado. Una vez añadida 
la mielina, las placas se dejaron secar durante toda la noche 
inmovilizando así la mielina en la superficie del pocillo. 
Al día siguiente, se lavaron los pocillos 3 veces con PBS, y se 
trataron las placas con poli-L-lisina al 0,01% durante 1 h. 
Posteriormente se lavaron 3 veces con PBS de nuevo y se sembraron 
25000 CGNs por pocillo (obtenidas según se indica en el protocolo 
anterior). Tras media hora desde la siembra de las células, se añadieron 
30 μl de medios condicionados LGI1-Flag y medio control (proveniente 
de HEK293T transfectadas con pFlag vacío) concentrados 30 veces para 
cada una de las condiciones establecidas de concentración de mielina, 
haciéndose un duplicado para cada condición. Una vez añadidos los 
medios condicionados, las placas se incubaron a 37ºC y 5% de CO2 
durante toda la noche. 
Tras 18-20 h de incubación, las células se fijaron con PFA 4% en 
PBS pH 7 durante 20 min y a TªA. Posteriormente se hicieron 3 lavados 
de 10 min con PBS y a continuación se permeabilizaron las células 
tratando con Triton X-100 al 0,2% en PBS durante 5 min. Tras esto, se 
lavaron las células con PBS durante 10 min y se hizo un paso de 
bloqueo de 30 min con BSA al 5% en PBS. Finalmente se hizo un último 
lavado de 5 min con PBS y se incubaron las células con el anticuerpo 
primario ratón anti-βIII-tubulina (Tuj1, Covance) a una dilución 1:500 
en solución de bloqueo. Dicha incubación se prolongó durante toda la 
noche a una temperatura de 4ºC y en condiciones de agitación lenta. 
El día siguiente, se hicieron 3 lavados de 10 min con PBS y se 
hizo una incubación de 1 h a TªA con el anticuerpo secundario cabra 
anti-ratónFITC (Molecular Probes), a una concentración de 1:200 en 
solución de bloqueo a la que se añadió tinción nuclear de Hoechst a una 
concentración de 1:1000. Posteriormente, se lavaron las células 3 veces 
durante 10 min con PBS y se tomaron fotografías de 8-bits en formato 
tiff, usando el software Northern Eclipse (Empix Imaging Inc) en un 
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microscopio Axiovert 200M (Zeiss). Usando un algoritmo personalizado, 
se tomaron fotografías de 3 campos por cada pocillo con los canales de 
fluorescencia DAPI y FITC. 
Para la cuantificación, se analizaron ambos duplicados de cada 
condición con el software de dominio público ImageJ (National 
Institutes of Health). Se usaron macros propias para cuantificar el 
número total de células por campo en las imágenes obtenidas de la 
tinción de Hoechst. Asimismo se cuantificó la longitud de las neuritas 
por medio del complemento NeuronJ para el programa ImageJ, el cual 
permite un trazado altamente preciso y semi-automático de las neuritas 
(Meijering et al., 2004). Los datos fueron posteriormente importados a la 
hoja de cálculo Excel y el crecimiento de las neuritas fue calculado 
como el crecimiento medio de las neuritas por campo fotografiado, 
dividido entre una media del recuento de células por campo medido. 
Los datos entre campos fueron promediados, obteniéndose los 
duplicados de las medidas de la longitud media de las neuritas por 
célula de cada condición ensayada. Para comparar entre condiciones, 
dicho valor fue normalizado respecto al valor de crecimiento obtenido en 
la condición ensayada sin mielina, la cual fue considerada la línea base 
de crecimiento. 
 
6.3.8.2 Ensayos de colapso del cono de crecimiento en DRGs de 
pollo con mielina soluble. 
 
Obtención de explantes de ganglio de raíz dorsal de embrión 
de pollo. 
Se trabaja con embriones de pollo de día 13, porque es entre los 
días E12-E14 cuando las neuronas son más sensibles al efecto de los 
inhibidores de la mielina. Para obtener los explantes, se diseccionan los 
ganglios de la raíz dorsal accediendo a la espina dorsal desde la región 
ventral del embrión, recogiéndose en tubos tipo eppendorf  con PBS 1x. 
Se centrifugan a 2000xg durante 2 min, y se hacen dos lavados con 1 
ml PBS1x centrifugando entre cada uno de ellos. Una vez lavados, los 
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explantes se cortan en la lupa binocular por la mitad (o en tres trozos si 
son muy grandes) y se deposita un trozo por pocillo en portaobjetos con 
4 cámaras de cultivo adosadas en medio DRG (F-12, 10% FBS, 1% (p/v) 
P/S, 50 ng/ml NGF). 
 
Ensayo de colapso de cono de crecimiento. 
Los extractos de mielina se prepararon a partir de un cerebro de 
bovino como describieron Igarashi y colaboradores (Igarashi et al., 
1993). Después de clarificar el extracto de  mielina por 
ultracentrifugación a 400000xg, se retiró el detergente dializando la 
muestra con PBS 1X. Para los experimentos de colapso de cono de 
crecimiento, la mielina se sonicó brevemente antes de ser usada.  
Una vez situados los explantes en las cámaras de cultivo, se 
trataron con mielina soluble a distintas concentraciones (0, 1, 10 y 50 
μg/ml) mezclada con medio de cultivo, medio condicionado concentrado 
LGI1-Flag o medio condicionado concentrado control Flag durante 1 h 
tras lo que se fijaron con PFA 4% en 0,1 M tampón fosfato y 20% 
sacarosa. Sobre los cultivos fijados se realizó una inmunocitoquímica 
realizando un marcaje con anti-faloidina marcado con Rodamina. 
El resultado se evaluó observando al microscopio y calculando el 
porcentaje de extremos de neurita “colapsados”, es decir carentes de 
estructuras de crecimiento (filopodios y lamelipodios) con respecto al 
número total de conos contabilizados (Luo et al., 1993). 
 
6.3.9 Ensayos del efecto del tratamiento con LGI1 sobre 
la ruta de ERK1/2. 
Para estos experimentos se utilizaron células PC12 diferenciadas 
a fenotipo neuronal creciendo en placas de cultivo de 6 pocillos como se 
ha indicado anteriormente y para los tratamiento se condicionaron y 
concentraron medios a partir de células HEK293T sin transfectar 
(medio Mock) y células transfectadas con pc3.1AP6·LGI1-PS y pc3.1AP6 
vacío. El medio condicionado se utilizó a una concentración de AP-LGI1 
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de 15 nM (concentración a la que se había observado unión a la 
superficie de estas células) diluyendo los medios Mock y AP a la misma 
magnitud para reducir el efecto debido a las moléculas presentes en el 
medio producto del metabolismo de las células productoras. Para ello, 
los medios condicionados Mock y AP  fueron concentrados las mismas 
veces que el medio condicionado AP-LGI1, de modo que la cantidad de 
medio que hubo que diluir en DMEB para lograr una concentración de 
15 nM en un volumen final de 2 ml por pocillo, fue la que se usó para 
preparar la dilución de los medios condicionados Mock y AP. 
Debido a que a diferenciación terminal de las células PC12 a 
fenotipo neuronal requiere de la activación de la ruta de MAPK ERK1/2 
(aumento en los niveles de ERK fosforilado), para llevar esta ruta a un 
estado que se consideró “basal”, se sustituyó el medio libre de suero 
DMEB con NGF en el que se habían diferenciado las células por 1 ml de 
medio condicionado Mock a la dilución adecuada y se incubaron las 
células durante 2 h. Después, se realizaron tratamientos de 5 y 15 min 
a 37ºC añadiendo sobre el medio Mock, 1 ml de medio AP-LGI1 o AP a 
la concentración necesaria para lograr una concentración final de AP-
LGI1 de 15 nM. Uno de los pocillos se mantuvo como control a tiempo 
cero (t=0) añadiéndosele 1 ml de medio Mock sobre el medio existente. 
Una vez transcurridos los tiempos determinados, se lavaron las células 
con tampón PBS 1X y se añadió 150  μl por pocillo de tampón de lisis 
RIPA (1,5 M NaCl, 1% Nonidet P40, 0,5% Deoxicolato, 1% SDS, 50 mM 
Tris-HCl pH 8) suplementado con inhibidores de proteasas (Complete) y 
1 mM Ortovanadato sódico. Los lisados se recogieron con la ayuda de 
un rascador, se incubaron en hielo durante 30 min y se centrifugaron 
durante 15 min a 4ºC a 16000xg. Los sobrenadantes clarificados se 
transfirieron a un tubo limpio y se determinó la concentración de 
proteína total con el sistema BCA Protein Assay (BioRad), empleando 
BSA como proteína patrón. Una vez normalizadas las cantidades de 
proteína, se analizaron 15 μg de cada lisado en tampón SB mediante 
SDS-PAGE y Western blot con un anticuerpo monoclonal que reconoce 
específicamente ERK1/2 en su estado fosforilado (Santa Cruz). Una vez 
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revelado el resultado con ECL (Amersham) las membranas se 
sometieron a un proceso de “desnudado” o “stripping” incubándolas 45 
min a TªA en agitación en un tampón con 1M Glicina y 2% SDS a pH 
2,5. Una vez eliminados los anticuerpos adheridos a la membranas 
éstas se volvieron a bloquear y a incubar esta vez con un anticuerpo 
policlonal que reconoce los niveles totales de proteína ERK1/2 
(fosforilados o no). Una vez revelados ambos resultados se escanearon 
las imágenes en formato tiff de 8 bits y se procedió a cuantificar la 
intensidad de cada banda con el software MultiGauge V2.1, de Fujifilm, 
calculando la relación entre la intensidad de la banda correspondiente a 
fosfo-ERK1/2 (pERK1 + pERK2) con respecto a la de ERK total (ERK1 + 
ERK2) para cada muestra. Los resultados se representaron como 
porcentaje de la relación pERK1/2 / ERK1/2 observada al inicio del 
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“Se me debe exigir que busque la verdad, pero no que la 
encuentre” 
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